La biosynthèse et la localisation subcellulaire de l'endothéline 1 dans les myocytes et les fibroblasts ventriculaires cardiaques adultes by Dabouz, Rabah
Université de Montréal 
	
	
La biosynthèse et la localisation subcellulaire de l’endothéline 1 dans les 
myocytes et les fibroblastes ventriculaires cardiaques adultes  
 
 
par 
 Rabah Dabouz 
 
 
 
Département de Biochimie 
Faculté de Médecine 
 
 
 
Mémoire présenté à la Faculté des études supérieures en vue de l’obtention du grade de 
maîtrise en sciences (M.Sc.) en biochimie 	
	
	
Octobre 2016 
 
© Rabah Dabouz, 2016  
		
Université de Montréal 
Faculté des études supérieures 
 
 
 
Ce mémoire intitulé : 
 
La biosynthèse et la localisation subcellulaire de l’endothéline 1 dans les myocytes 
ventriculaires cardiaques adultes et les fibroblastes 
 
présenté par : 
 
Rabah Dabouz 
 
 
 
 
a été évaluée par un jury composé des personnes suivantes : 
 
Dr Nikolaus Heveker  
Dr Bruce G. Allen  
Dr Marc Servant                             
Président-rapporteur 
Directeur de recherche 
Membre du jury 
 
 
		iii	
Résumé 
Les récepteurs de type B de l'endothéline (ETB) sont présents sur l'enveloppe nucléaire des 
cardiomyocytes ventriculaires adultes (MVCAs). Il a été démontré que dans les MVCAs et les 
cellules endothéliales de rat, l’endocytose de l’endothéline marqué à la rhodamine colocalise 
avec le Lysotracker, un marqueur des lysosomes, mais n'est pas observée sur l’enveloppe 
nucléaire. Dans cette étude, nous avons caractérisé la localisation subcellulaire et la régulation 
de la biosynthèse de l’endothéline 1 dans les MVCAs et les fibroblastes cardiaques adultes de 
rat. Dans les deux types cellulaires les expériences d’immunocytofluorescence ont révélé une 
immunoréactivité de l’endothéline 1 correspondant à tous les stades de maturation du peptide, et 
détectable sur ou à proximité de la membrane nucléaire. L'enzyme de conversion d'endothéline 1 
(ECE1) est une métalloprotéase qui convertit la ̏ big˝ endothéline 1 en un peptide de 21 acides 
aminés biologiquement actif. L’immunoréactivité de l’ECE1 a été associée avec les tubules-T et 
les membranes nucléaires ou périnucléaires dans les MVCAs. Par contre, nous avons observé 
une immunoréactivité de l’ECE1 à la fois dans le noyau et le cytoplasme, mais pas sur la 
membrane plasmatique, dans les fibroblastes cardiaques à passage 3. L'ARNm de l’ET-1 a été 
détecté dans les deux types cellulaires. La régulation de la production de l'endothéline est 
principalement transcriptionnelle. L’application du facteur de croissance transformant ß1 
(TGFß1) a augmenté l’ARNm de l’ET-1 dans les MVCAs et l'angiotensine II a stimulé 
l'augmentation de l’ARNm de l'ET-1 dans les fibroblastes. Dans les MVCAs, l'augmentation de 
l'ARNm ET-1 a été associée à une élévation du peptide intracellulaire ET-1 et du calcium 
nucléaire. Ces données suggèrent que l'endothéline endogène est disponible et serait capable 
d’activer le récepteur ETB nucléaire dans les MVCAs en réponse à des stimuli extracellulaires. 
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Mots clés : endothéline 1, récepteurs de l’endothéline B, enzyme de conversion de 
l’endothéline 1, enveloppe nucléaire, cœur. 
Abstract 
Type B endothelin receptors (ETB) are located in the nuclear envelope of adult ventricular 
cardiomyocytes (ACVMs). In both ACVMs and endothelial cells, endocytosed rhodamine-
endothelin colocalized with Lysotracker but was not observed at the nuclear membrane. In this 
study we have characterized the regulation and subcellular localization of endothelin 
biosynthesis in ACVMs and adult cardiac fibroblasts. In both cell types 
immunocytofluorescence experiments revealed endothelin-1 immunoreactivity, comprising all 
stages of peptide maturation, either on or near the nuclear membrane. Endothelin converting 
enzyme 1 (ECE1) is a metalloprotease that converts big endothelin to the biologically active 
21-amino acid peptide. ECE1 immunoreactivity was associated with the T-tubules and nuclear 
or perinuclear membranes in ACVMs. In contrast, ECE1 immunoreactivity was observed both 
in the nucleus and the cytosol, but not at the plasma membrane, in passage 3 cardiac 
fibroblasts. Endothelin-1 mRNA was detected in both cell types. Regulation of endothelin 
production is primarily at the level of transcription. Application of TGFβ1 increased ET-1 
mRNA in ACVMs whereas angiotensin II was effective in increasing ET-1 mRNA in 
fibroblasts. In AVCMs, the increase in ET-1 mRNA was associated with an increase of 
intracellular ET-1 peptide and nuclear calcium. These data suggest that endogenous endothelin 
is available and may activate nuclear ETB in ACVMs in response to extracellular stimuli. 
Keywords: endothelin 1, endothelin receptor B, endothelin converting enzyme 1, nuclear 
envelope, heart.  
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1.1 Le système endothéline  
 La présence d’un facteur aux propriétés vasoconstrictrices isolé à partir de cellules 
endothéliales bovines a été mise en évidence pour la première fois par Hickey et al. en 1985 
(1). Ce facteur a été identifié par la suite par Yanagisawa comme étant un peptide et a été 
nommé endothéline puis endothéline 1 (2). Etant l’agent vasoconstricteur le plus puissant 
connu jusqu’à maintenant (3), l’endothéline 1 joue un rôle très important dans le contrôle de la 
pression artérielle, et cela fait du système endothéline l’un des systèmes régulateurs les plus 
importants de l’organisme, contribuant à la physiopathologie des maladies cardiovasculaires. 
De nombreuses études fondamentales et cliniques ont été réalisées afin d’exploiter ce système 
à des fins thérapeutiques, mais elles n’ont été fructueuses que dans le traitement de 
l’hypertension pulmonaire (4). De plus, l’utilisation des antagonistes des récepteurs de 
l’endothéline a permis de prévenir la progression du développement de l’insuffisance rénale 
chronique (5). En raison de leurs effets indésirables et l’existence d’autres médicaments plus 
sécuritaires, l’utilisation d’inhibiteurs du système endothéline pour traiter l’hypertension 
systémique reste peu prometteuse en dehors des formes résistantes de l’hypertension (6). Plus 
récemment, des récepteurs de l’endothéline ont été mis en évidence sur l’enveloppe nucléaire 
(7). La compréhension du système de signalisation intracrine de ces récepteurs nucléaires 
pourrait apporter des éléments qui permettraient de mettre au point de nouvelles approches 
pharmacologiques sélectives pour mieux cibler ce système. 
 
1.1.1. Structure et biosynthèse de l’endothéline  
Les endothélines sont une famille d’isopeptides de 21 acides aminés (≈2,5 kDa) (2, 8) 
qui comporte trois isoformes distincts qui ont une grande homologie; l’endothéline 1 (ET-1) 1, 
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l’endothéline 2 (ET-2) et l’endothéline 3 (ET-3). Elles possèdent deux ponts disulfures (Cys1-
Cys15 et Cys3-Cys11) avec une structure en tige-boucle (2, 8, 9). Les 3 isoformes possèdent des 
activités pharmacologiques variées dans les différents tissus (10). Ces trois isopeptides sont 
synthétisés à partir de longs précurseurs peptidiques d’environ 200 acides aminés : la 
préproendothéline (préproET) qui est le premier produit du gène de l’ET. Chaque précurseur 
est codé par un gène différent. Ce précurseur est clivé par la suite en proET par l’élimination 
d’une petite séquence à l’aide d’une signal peptidase, puis en big endothéline (big ET-1=38 
acides aminés, big ET-2=37 acides aminés, big ET-3=41 acides aminés) à l’aide d’une enzyme 
qui appartient à la famille des 'subtilistin-like’, la furine (11). L’ET mature est produite par 
l’action de l’enzyme de conversion de l’endothéline (ECE) par clivage protéolytique de la 
liaison Trp21-Val22 (Figure 1.1). Cette étape correspond donc à la phase de l’activation de 
l’endothéline et est considérée comme un facteur limitant de la biosynthèse de l’endothéline. 
Il existe une voie alternative de la biosynthèse de l’ET-1 par une enzyme, appelée 
chymase, produite et libérée par la dégranulation des mastocytes, qui clive la liaison Tyr31-
Gly32 de la big ET-1 (38 acides aminés) et qui permet la génération de l’ET-1 à 31 acides 
aminés (ET-1(1-31)) possédant un effet vasoconstricteur sur les tissus musculaires lisses (12, 
13). Cette ET-1(1-31) pourrait ensuite être convertie en ET-1 par l’ECE ou la neprilysine (14-
17). Cette voie serait importante dans certains états pathologiques comme la néphropathie 
diabétique et l’infarctus du myocarde (18, 19). D’autres enzymes peuvent produire l’ET-1 
comme par exemple la protéine du groupe sanguin Kell K2 (20). 
L’ET-1 est principalement produite au niveau des cellules endothéliales, mais 
également au niveau des cardiomyocytes néonataux et adultes, des cellules musculaires lisses, 
des fibroblastes et des cellules épithéliales (2, 21, 22). Au niveau endothélial, l’endothéline est 
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sécrétée selon deux voies, de façon continue par la voie constitutive pour maintenir un tonus 
vasculaire normal (23) et de façon régulée par la voie des granules sécrétoires puisque l’ET-1 
est stockée dans des vésicules appelées les granules de Weibel-Palade. Ces granules sont 
absents dans les cardiomyocytes et les fibroblastes (24, 25). La libération de l’ET-1 à partir de 
ces granules survient suite à certains stimuli comme l’hypoxie, l’étirement mécanique, 
l’histamine et la thrombine (26, 27). Les premiers 17 acides aminés dans l’extrémité C-
terminale constituent une séquence signal qui permet à la préproET-1 d’être acheminée vers la 
voie sécrétoire (28). 
 
1.1.2. L’enzyme de conversion de l’endothéline 
Il existe deux isoformes de l’enzyme de conversion de l’endothéline : ECE1 et ECE2. 
L’ECE1 est une protéine intégrale de la membrane de type 2 qui possède une activité 
catalytique maximale à pH neutre. Elle comporte un long domaine extracellulaire C-terminal 
avec un motif de liaison au zinc (HEXXH) nécessaire à l’activité catalytique, un court 
domaine N-terminal et un seul passage transmembranaire. Quatre variantes d’ECE1 ont été 
clonées (ECE1a, b, c et d). Ces variantes dérivent d’un seul gène après épissage alternatif et 
diffèrent par leur partie amino-terminale (29, 30). La distribution subcellulaire de l’ECE1 est 
variable en fonction de l’isoforme et du type cellulaire. La localisation intracellulaire des 
ECE1 est attribuée à la séquence N-terminale. L’absence du motif dileucine dans l’ECE1a 
expliquerait sa localisation sur la membrane plasmique, alors que la présence de 2 motifs 
leucine (LL et LV) serait responsable de la localisation intracellulaire de l’ECE1b. L’ECE1c, 
qui contient un seul motif dileucine, présente une distribution intermédiaire (29, 31). La 
transfection des cellules AtT-20 a montré que les ECE1a et ECE1d sont localisées au niveau 
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des endosomes (32). En outre, la capacité des 
ECE1 à former des hétérodimères pourrait 
affecter leur localisation à la surface 
membranaire, et l’ECE1b jouerait un rôle de 
signal de triage qui modulerait la localisation 
et l’activité des autres isoformes de l’ECE1 
(32). L’ECE1 subit plusieurs modifications 
postraductionnelles : la glycosylation qui est 
requise pour l’activité de l’enzyme (33), et la 
palmitylation, qui n’a cependant pas de 
conséquence sur sa localisation (34). Une autre modification dont dépendraient l’activité et la 
localisation de l’ECE1 est la phosphorylation. Toutes les formes de l’ECE1 possèdent des 
séquences consensus pour la phosphorylation et sont phosphorylées de façon constitutive (35). 
Etant donné que la production de l’ET-1 par l’ECE1 se fait à la surface cellulaire, le trafic de 
l’ECE1 à la surface cellulaire est un processus très important qui peut être régulé par des 
stimuli physiologiques et pathologiques impliquant des voies dépendantes de kinases (36, 37). 
L’ECE1 a la capacité d’hydrolyser de façon efficace d’autres protéines notamment la 
bradykinine, l’insuline, la neurotensine et la substance P (38). 
L’ECE1 est largement exprimée dans les différents tissus (39, 40). L’invalidation du 
gène de l’ECE1 est létal pour l’embryon, les souris qui arrivent à survivre présentent des 
anomalies cardiaques et crâniofaciales (41). Seules l’ECE1a et ECE1c sont présentes dans les 
myocytes, l’expression de l’ECE1a est augmentée de 5 fois suite à l’insuffisance cardiaque 
congestive (42). En plus de son rôle dans la production de l’ET-1 et donc dans la régulation de 
Figure 1.1 : Etapes de maturation de 
l'endothéline 1. 
		6	
la pression artérielle, l’ECE1 contribue dans la pathogenèse de certaines maladies telles que 
les maladies cardiovasculaires, les cancers, la maladie d’Alzheimer. Ainsi, l’ECE1 fait l’objet 
de nombreuses recherches, considérant cette enzyme comme étant une cible thérapeutique 
(43).  
L’ECE2 est aussi une métalloprotéase liée à la membrane de type II, qui existe 
également sous 4 isoformes (ECE2a-1, ECE2a-2, ECE2b-1 et ECE2b-2) qui diffèrent par leur 
partie N-terminale (44). L’ECE2 possède une activité catalytique optimale à pH acide (pH 
5,5), ce qui favoriserait son rôle dans les conditions acidiques comme l’ischémie cardiaque. 
Elle est détectée dans les vésicules de la voie sécrétoire au niveau des cellules endothéliales 
mais pas dans les granules de Weibel Palade (45).  Contrairement à l’ECE1, l’invalidation du 
gène de l’ECE2 n’a pas d’effet sur le développement des souris qui montrent un phénotype 
normal. Cependant, les conséquences de la double invalidation génique ECE1 (ECE1-/-) et 
ECE2 (ECE2-/-) sur le développement cardiaque sont plus graves que celles observées chez les 
souris ECE1-/- seulement (46). 
 
1.1.3. Régulation de l’expression du gène préproendothéline 1 
La production de l’ET-1 doit être régulée pour pouvoir maintenir ses fonctions 
biologiques dans les différents tissus. En plus de la phase d’activation par l’ECE mentionnée 
ci-dessus, la biosynthèse de l’ET-1 est régulée principalement au niveau transcriptionnel. Le 
gène codant pour l’ET-1 (edn1) est situé dans le chromosome 6 (6p24.1) et contient 5 exons, 
sa transcription aboutit à un ARNm de 2,8 kb qui après traduction donne naissance à la 
préproET-1 (212 acides aminés) (47). La demi-vie de l’ARNm de l’ET-1 est de 15 min (47), 
cette instabilité est due à la présence d’éléments riches en adénine et uridine (AREs) ayant le 
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motif AUUUA dans la région 3' non codante (3’UTR) (48), qui sont connus pour leur rôle 
dans le recrutement de facteurs impliqués dans la stabilité de l’ARNm. La glycéraldéhyde 3-
phosphate déshydrogénase (GAPDH) se lie aux AREs induisant la dégradation de l’ARNm de 
l’ET-1. En présence d’un stress oxydant, le GAPDH subit une S-gluthaionylation empêchant 
son interaction avec l’ARNm de l’ET-1, ce qui permet d’augmenter les niveaux de l’ARNm 
(49). Le rôle des microARN (miRNA) dans le contrôle de la stabilité de l’ARNm de l’ET-1 a 
également été mis en évidence. Ceci est observé avec les miR-199 et miR-155 qui sont 
responsables de l’atténuation de l’expression du gène edn1 humain (50). 
L’analyse du gène edn1 révèle l’existence de plusieurs éléments de régulation en 
amont de l’exon 1 (Figure 1.2). En amont du site d’initiation de la transcription on trouve les 
séquences promotrices contenant les boites TATA et CAAT à -31 et -98 paires de bases (pb) 
respectivement (51). La liaison de facteurs de transcription sur ces séquences permet le 
recrutement de l’ARN polymérase II. Dans les cellules endothéliales, le motif de liaison du 
«vascular endothelial zinc finger 1» (vezf1)/DB1 permet une transcription de l’ET-1 
spécifique à ces cellules (52). Un site de liaison de la protéine FOXO a également été identifié 
dans la région promotrice du gène à la position -51 pb du site d’initiation de la transcription. 
Les polyphénols réduisent l’expression de l’ET-1 dans les cellules endothéliales par activation 
de l’Akt et l’AMPK, ce qui conduit à une phosphorylation de FOXO1 et prévient sa liaison à 
la région promotrice de l’ET-1 (53). 
Le site de liaison du facteur de transcription AP1 situé à -108 pb possède un rôle 
majeur dans la régulation de l’expression de l’ET-1 en recrutant les sous-unités c-fos et c-jun 
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(54). Ce site permet la transcription de l’edn1 dans les conditions basales ainsi qu’après 
stimulation par l’angiotensine II (Ang II), la thrombine, la bradykinine et les esters de phorbol 
(55-57). La transcription basale nécessite l’intervention de GATA-2, un autre facteur de 
transcription qui va interagir avec l’AP1 (58). Les agonistes PPARγ bloquent l’induction de 
l’ET-1 en bloquant la voie de l’AP1 (59). Dans les situations d’hypoxie, le HIF-1 «hypoxia-
inducible factor-1» contribue à l’activation de l’expression de l’edn1 par liaison sur la région 
promotrice du gène à la position -118 pb (60). Cette activation nécessite le rôle de l’AP1, 
GATA-2 et du facteur nucléaire 1 (NF-1) pour stabiliser la liaison de l’HIF-1 sur son site de 
liaison (61). Le facteur de croissance transformant β (TGF-β), un très puissant activateur de 
l’expression de l’ET-1 au niveau endothélial, stimule la transcription génique par la voie des 
Smad-AP1 (62).  
Figure 1.2 : Eléments de régulation de l’expression génique de l’ET-1. 
(Rodriguez-Pascual F, Busnadiego O, Lagares D, Lamas S. Role of endothelin in the 
cardiovascular system. Pharmacological research. 2011;63(6):463-72.) 
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Des éléments de régulations distaux sont également présents en amont du promoteur du 
gène edn1.  Les médiateurs inflammatoires tels que le facteur de nécrose de tissulaire α 
(TNFα) et l’interféron γ (IFNγ) augmentent l’expression vasculaire de l’ET-1 via l’activation 
de la voie de signalisation du facteur nucléaire kappa B (NF-κB) (63). Les sites de liaison de 
NF-κB sont situés aux positions -2090 pb, -1214 pb et -891 pb (63, 64). L’aldostérone, une 
hormone stéroïde qui a un rôle dans le maintien de l’équilibre hydro-électrolytique, stimule 
l’expression de l’edn1 dans les cellules du tube collecteur par le biais non seulement des 
récepteurs des minéralocorticoïdes mais également des glucocorticoïdes qui seront dirigés au 
niveau nucléaire pour se lier sur les même éléments de réponse aux hormones (HRE) à -572 
pb et -690 pb du gène edn1 (65). Il a été démontré que la biosynthèse de l’ET-1 dans les 
cellules du tube collecteur du rein est contrôlée par le complexe calcium/calmoduline, et les 
éléments de réponse pour cette voie sont situés entre -1 kb et -3 kb du gène edn1. Ce 
mécanisme de régulation est absent dans les cellules endothéliales faisant du calcium 
intracellulaire un élément de régulation spécifique aux cellules du canal collecteur pour la 
transcription du gène edn1 (66). Les forces de cisaillement (shear stress) augmentent 
initialement puis réduisent les taux d’ARNm de l’ET-1 dans les cellules endothéliales et cette 
régulation est assurée par des éléments de réponse situés entre -2,5 kb et -2,9 kb dans la région 
5' (67, 68). Le monoxyde d’azote (NO) semble jouer un rôle dans la régulation négative de 
l’expression de l’edn1 induite par les forces de cisaillement (26, 68).  
Ces études de régulation de l’expression de l’endothéline ont été effectuées sur des 
différents types cellulaires et principalement sur les cellules endothéliales. En revanche, la 
biosynthèse de l’ET-1 dans les myocytes ventriculaires cardiaques adultes (MVCAs) et les 
fibroblastes ventriculaires cardiaques adultes (FVCAs) n’a pas encore été bien élucidée.  
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1.1.4. Les récepteurs de l’endothéline 
Les endothélines exercent leurs actions via 2 types de récepteurs distincts qui 
appartiennent à la famille des récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux 
protéines G (RCPG), qui sont les récepteurs de l’endothéline de type A (ETA) et de type B 
(ETB) (69, 70). Ces 2 types de récepteurs se distinguent par leur affinité aux agonistes et 
antagonistes, leurs effets ainsi que par leur distribution cellulaire (Tableau I). Le récepteur 
ETA a une plus grande affinité pour l’ET-1 et l’ET-2 que l’ET-3, alors que le récepteur ETB 
lie les 3 isoformes avec une affinité similaire. Certaines études suggèrent qu’il y a 2 sous-types 
de récepteurs ETB : ETB1 présents dans les cellules endothéliales et ETB2 présents dans les 
cellules musculaires lisses (71). Un troisième récepteur d’endothéline dénommé ETC a été 
cloné chez le Xenopus laevis, mais ce récepteur n’est pas présent chez les mammifères. L’ETC 
présente une plus grande spécificité pour l’ET-3 (72). L’ETA est exprimé principalement dans 
les cellules musculaires lisses et les muscles cardiaques alors que l’ETB est largement exprimé 
dans les cellules endothéliales (73). Dans le myocarde, les 2 récepteurs ETA et ETB sont 
présents avec une distribution variable entre les ventricules et les oreillettes (74). Ces 
récepteurs sont retrouvés également dans d’autres types cellulaires comme par exemple les 
glomérules rénaux, les cellules du canal collecteur, la prostate, le tissu pulmonaire et les 
neurones. 
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Tableau I : Caractéristiques des sous-types de récepteurs de l’endothéline : ETA et ETB	
 ETB endothélial ETB des cellules 
musculaires lisses 
ETA 
Gène EDNRB EDNRB EDNRA 
Chromosome Chromosome 13 Chromosome 13 Chromosome 4 
Structure	 442 acides aminés 
(7 domaines 
transmembranaires) 
442 acides aminés 
(7 domaines 
transmembranaires) 
427 acides aminés 
(7 domaines 
transmembranaires) 
Ordre de sélectivité des 
agonistes 
ET-1=ET-2=ET-3 ET-1=ET-2=ET-3 ET-1>ET-2>>ET-3 
Poids moléculaire ≈ 50 kDa ≈ 50 kDa ≈ 59 kDa 
Protéine G Protéine G Gq, G11, G12/13, Gi, Go Gq, G11, G12/13, Gs, Go 
Médiateurs de 
signalisation de la voie 
de la protéine G 
NO, Ca2+, PGI2 
(prostacycline), EDHF 
(Facteur 
d'hyperpolarisation 
dérivé de 
l'endothélium) 
PLCβ, PLD, Ca2+, 
PKC, MAPK 
PLCβ, PLD, Ca2+, 
PKC, MAPK 
Effets physiologiques -Relaxation 
-Clairance de l’ET-1 
 -Vasodilatation,  
-↓ libération de la 
rénine 
-↑ l’excrétion de l’eau 
et Na+ 
-↑ débit sanguin 
médullaire rénal 
-Contraction 
-Vasoconstriction 
-↑ résistance vasculaire 
-Contraction et 
croissance 
-Vasoconstriction 
-Remodelage 
vasculaire 
-↓ débit sanguin rénal 
et filtration 
glomérulaire 
Antagonistes	 A-192621, BQ788, 
IRL-1038, IRL2500, 
RES-7011, Ro-68443	
A-192621, BQ788, 
IRL-1038, IRL2500, 
RES-7011, Ro-68443	
ABT-627, BQ123, 
BQ610	
Invalidation du gène - Maladie de 
Hirschsprung, 
Megacôlon 
aganglionique 
-Mort à un âge jeune  
Maladie de 
Hirschsprung, 
Megacôlon  
aganglionique 
-Mort à âge jeune 
-Malformations 
cardiovasculaires et 
craniofaciales 
-Mort après la 
naissance 
(Mazzuca, M.Q. and R.A. Khalil, Vascular endothelin receptor type B: structure, function and 
dysregulation in vascular disease. Biochem Pharmacol, 2012. 84(2) : p. 147-62)	
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1.1.4.1 Les récepteurs ETA 
Le récepteur ETA humain possède 63% de similarité avec le récepteur ETB. Le gène 
d’ETA d’environ 40 kb est situé sur le chromosome 4 et contient 8 exons et 7 introns. Ce 
récepteur est une protéine de 427 acides aminés et d’un poids moléculaire de 59 kDa (75). Il 
assure essentiellement les fonctions vasoconstrictrices et prolifératives en réponse à l’ET-1. Le 
récepteur ETA est couplé aux protéines Gs, Gq/11 et Gq12/13. L’activation de ce récepteur 
déclenche plusieurs cascades de signalisation mettant en jeu l’adénylyl cyclase, la 
phospholipase C et les RhoA (76). 
  
1.1.4.2 Les récepteurs ETB 
Le gène codant pour le récepteur ETB est situé sur le chromosome 13 et possède 7 
exons et 6 introns. Le récepteur ETB humain est une protéine de 442 acides aminés de long 
avec un poids moléculaire de 50 kDa. Il est caractérisé par un long domaine extracellulaire N-
terminal, 7 domaines transmembranaires, 3 boucles extracellulaires et 3 boucles 
intracellulaires et un domaine C-terminal cytoplasmique (Figure 1.3). Les domaines 
transmembranaires I, II, III, VII et les boucles extracellulaires interviennent dans la liaison du 
ligand. Les domaines IV, V, VI et les domaines extracellulaires adjacents sont impliqués dans 
la sélectivité de la liaison au récepteur (77). Le récepteur ETB est couplé aux protéines Gq, 
G11, G12/13, Gi, Go (78). Comme pour le récepteur ETA, le récepteur ETB possède plusieurs 
sites de modifications post-traductionnelles. Le degré de palmitoylation dans le domaine C-
terminal peut affecter le couplage à la protéine G, la voie de signalisation en aval et le niveau 
de phosphorylation. Le récepteur ETB contient un site potentiel de glycosylation sur le résidu 
Asn 59 dans l’extrémité N-terminale, qui ne semble pas avoir un effet sur la liaison du 
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ligand. Les études ont montré la présence de 13 sites de phosphorylation essentiellement dans 
l’extrémité C-terminale. La phosphorylation des récepteurs ETB par les kinases des RCPG 
(GRK) joue un rôle primordial dans leur désensibilisation et leur internalisation ce qui 
explique leur désactivation rapide qui survient 5 minutes après leur stimulation par l’ET-1. Au 
contraire, les récepteurs ETA qui ne subissent pas cette phosphorylation induite par le ligand, 
en accord avec leur long effet vasoconstricteur, pouvant aller jusqu’à 20 minutes (79). Un 
antagoniste physiologique appelé peptide relié au gène calcitonine (CGRP) permet l’arrêt de 
l’effet vasoconstricteur de l’ET-1 (80). 
Figure 1.3 : Structure du récepteur ETB humain. Le récepteur ETB avec un long domaine 
N terminal, 7 domaines transmembranaires et un domaine C terminal. La phosphorylation, la 
glycolysation et la palmitoylation peuvent affecter la signalisation intracellulaire de 
l’ETB.Mazzuca, M.Q. and R.A. Khalil, Vascular endothelin receptor type B: structure, function and 
dysregulation in vascular disease. Biochem Pharmacol, 2012. 84(2) : p. 147-62 
		14	
	
1.1.4.3 Voies de signalisation des récepteurs de l’endothéline 
Une fois activés par leurs ligands, les récepteurs de l’endothéline déclenchent 
l’activation d’une multitude de cascades de signalisation qui vont dépendre de la 
concentration, la nature et l’affinité du ligand, du type de récepteur et du type cellulaire : la 
phospholipase C, la phospholipase D, la phospholipase A2, la libération du calcium 
cytosolique, l’échange Na+ /H+, la production de l’AMPc, la production du GMPc, les tyrosines 
kinases et les MAP kinases. Ces voies de signalisation aboutissent à des réponses cellulaires 
variables : la contraction des cellules musculaires lisses, la croissance cellulaire, la 
mitogenèse. Les modifications post-traductionnelles, la palmitoylation, la glycosylation et la 
phosphorylation peuvent moduler l’activité de ces récepteurs (81).	
 
1.1.4.3.1. La phospholipase C 
A l’état inactif, le complexe de la protéine G comprend trois sous-unités α, β et γ. La 
sous-unité Gα lie une molécule de guanosine diphosphate (GDP). La liaison du ligand sur son 
récepteur ETA ou ETB entraine un changement conformationnel et l’expulsion du GDP qui 
sera substitué par la guanosine triphosphate (GTP). Il en résulte une dissociation des sous-
unités Gα et Gβγ du récepteur. La sous-unité Gq/11  de la protéine G détachée du récepteur va 
activer la phospholipase C (PLC) qui va catalyser le clivage du phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP2) pour générer l’inositol 1, 4, 5-trisphosphate (IP3) et le 1,2-diacylglycérol 
(DAG), deux seconds messagers qui assurent la transduction du signal de la surface cellulaire 
à l’intérieur de la cellule. Le complexe Gβγ libéré après activation du récepteur ETB par l’ET-
1 dans les cellules endothéliales peut stimuler la voie de signalisation PI3K/Akt, 
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indépendamment de la voie des tyrosines kinases, ce qui va phosphoryler l’eNOS et produire 
le NO vasodilatateur (82).  
 
1.1.4.3.2. L’inositol trisphosphate 
L’IP3 est un second messager produit suite à l’hydrolyse du PIP2 par la PLC. C’est un 
composé hydrosoluble qui diffuse dans le cytosol pour aller se lier sur des récepteurs situés 
dans les systèmes membranaires intracellulaires et pour réguler les mouvements calciques 
dans différents types cellulaires. La liaison de l’IP3 sur son récepteur induit l’ouverture d’un 
canal calcique permettant la libération du calcium à partir des réserves intracellulaires stockées 
dans le réticulum endoplasmique. En plus de la libération du calcium à partir du réticulum 
endoplasmique, une seconde phase est initiée par l’entrée du calcium du milieu extracellulaire 
à l’intérieur de la cellule à travers les canaux calciques transmembranaires dépendants du 
voltage de type L ce qui engendre une élévation du calcium cellulaire et donc une contraction 
des cellules musculaires lisses et des myocytes cardiaques (83). L’effet vasoconstricteur de 
l’ET-1 persiste même après la dissociation de son récepteur, effet qui serait dû soit à une 
élévation maintenue du calcium ou à la durée de la voie de signalisation qui reste active pour 
une durée prolongée (84). Dans les cellules endothéliales, l’augmentation du calcium 
intracellulaire suite à l’activation des récepteurs ETB induit une augmentation de la production 
du NO par l’eNOS dépendant de la Ca2+/calmoduline (85). 
 
1.1.4.3.3. Le diacylglycérol 
Le DAG est un second messager de nature lipidique qui a comme rôle l’activation de la 
protéine kinase C (PKC) entrainant sa translocation du cytosol vers la membrane. Le DAG va 
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être rapidement phosphorylé par une DAG kinase en acide phosphatidique. L’acide 
phosphatidique possède un rôle important dans le cœur, il augmente les concentrations du 
calcium intracellulaire dans les MVCAs et donc l’activité contractile (86). Une fois activée, la 
PKC va phosphoryler de multiples substrats protéiques intervenant dans plusieurs phénomènes 
cellulaires : synthèse protéique, prolifération cellulaire et contraction des cellules musculaires 
lisses. Les canaux calciques et les échangeurs sodium protons (Na+/H+) sont phosphorylés 
suite à l’activation de la PKC. Il a également été démontré que l’activation de la voie de la 
PKC par l’ET-1 dans le cœur permet le déclenchement des voies mitogéniques (MAPK: 
protéines kinase activées par les mitogènes) activant une cascade de kinases Raf1, MEK et 
ERK1/2 qui aboutissant à la modulation de l’expression génique des protooncogènes (c-fos, c-
myc et c-jun) (87). Les PKC sont impliquées dans de nombreux évènements cardiaques 
notamment le remodelage, l’hypertrophie, la fibrose et l’insuffisance cardiaque (88). 
 
1.1.4.3.4.  La phospholipase D 
Une autre source de DAG serait la voie de la phospholipase D (PLD). En effet, la PLD 
est une enzyme qui hydrolyse les phosphatidylcholines pour produire de l’acide 
phosphatidique et la choline. L’acide phosphatidique qui est un second messager de nature 
lipidique peut être converti en DAG et acide lysophosphatidique (89). L’activation de la voie 
de la PLD par les ETA et ETB a déjà été démontrée (90). La PLD peut être activée par des 
mécanismes dépendants de la PKC de façon directe ou indirecte via les petites protéines G du 
facteur de ribosylation de l’ADP (ARF) et de la famille Rho, ou par des mécanismes 
indépendants de la PKC comme ceux de la tyrosine kinase. Les dommages causés par le stress 
oxydant sur le système cardiovasculaire comme l’hypertrophie cardiaque, la dysfonction 
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endothéliale et la prolifération des cellules musculaires lisses seraient en partie dues à 
l’activation de la voie de la PLD (91). 
 
1.1.4.3.5. Voie des tyrosines kinases 
La liaison de l’ET-1 sur son récepteur peut stimuler d’autres voies de signalisation 
mettant en jeu la phosphatidyl-inositol 3-phosphate kinase (PI3K) semblables à celles 
observées lors de l’activation des récepteurs de facteurs de croissance qui possèdent une 
activité tyrosine kinase. L’activation des récepteurs de l’ET-1 comme c’est le cas pour 
d’autres RCPG peut activer à son tour les récepteurs de facteurs de croissance par un 
mécanisme appelé la transactivation. Par exemple, la transactivation du récepteur du facteur de 
croissance épidermique (EGFR) par l’ET-1 déclenche la voie des MAP kinases lors de la 
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires (92). De plus, l’ET-1 peut activer des 
protéines tyrosines kinases non récepteurs. Dans les myocytes, les cascades de signalisation 
mettant en jeu des tyrosines kinases non récepteurs (Src, FAK, paxillin, PYK2 et p130cas) 
seraient associées à des phénomènes d’hypertrophie cardiaque et d’adhérence focale (93, 94). 
 
1.1.4.3.6.  Voie de l’adénylyl cyclase 
La capacité de l’endothéline à produire l’adénosyl monophosphate cyclique (AMPc)  à 
partir de l’ATP par l’adénylyl cyclase varie en fonction du type cellulaire ou tissulaire. La 
génération de l’AMPc est médiée par la sous-unité Gs. L’AMPc permet l’activation de la PKA 
qui va phosphoryler des substrats en aval conduisant à diverses réponses physiologiques 
comme la vasorelaxation. Dans les cellules musculaires lisses du péricarde, l’ET-1, mais pas 
l’ET-3, réduit de 50% les taux de l’AMPc généré par l’isoprotérénol par un mécanisme 
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mettant en jeu le récepteur ETA (95), alors que dans les cellules endothéliales capillaires, 
l’ET-1 et l’ET-3 inhibent la formation de l’AMPc par la toxine cholérique (96). Dans les 
MVCAs qui expriment principalement les récepteurs ETA à la surface cellulaire, l’ET-1 réduit 
la production de l’AMPc induite par la forskoline et l’isoprotérénol (97). A l’inverse, dans 
d’autres types cellulaires comme les cellules musculaires lisses vasculaires et les cellules 
gliales glomérulaires, l’ET-1 stimule la production de l’AMPc (95, 98). Ces deux effets 
opposés dans la génération de l’AMPc seraient dus à la nature de la sous-unité Gα couplée au 
récepteur selon qu’elle soit Gs ou Gi. Le récepteur ETA est couplé à la sous-unité Gs ce qui 
permet la production de l’AMPc tandis que le récepteur ETB est couplé à la sous-unité Gi 
inhibitrice (99) . 
 
1.1.4.3.7. Voie de la guanylyl cyclase 
L’ET-1 et l’ET-3 sont capables d’induire la formation du GMPc via le récepteur ETB 
dans certains types cellulaires comme les cellules endothéliales (85). La stimulation du 
récepteur ETB endothélial va activer la synthase du monoxyde d’azote permettant la formation 
du monoxyde d’azote (NO), un puissant vasodilatateur. Le NO va activer à son tour la 
guanylate cyclase soluble pour générer le GMPc qui va permettre l’activation de la PKG et 
une diminution du calcium cellulaire (84). 
 
1.1.4.3.8. La phospholipase A2 
Les endothélines peuvent activer la voie de la phospholipase A2 (PLA2) après 
stimulation des récepteurs ETA ou ETB, permettant ainsi la production de l’acide 
arachidonique qui va être métabolisé par la suite pour donner les prostacyclines et le 
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thromboxane (TXA2). Comme ces dérivés ont des propriétés vasoactives, ils peuvent être 
impliqués dans la réponse contractile de l’endothéline dans les cellules musculaires lisses. 
L’activation de la PLA2 peut avoir lieu soit par action directe par la protéine G, par la voie de 
signalisation Gq/11 et Gi des récepteurs ETA et ETB, ou par action indirecte par la voie de la 
PLC et l’augmentation du calcium cellulaire (100-102).  
 
1.1.4.3.9. Voie des canaux ioniques 
Par ses actions sur les différents canaux ioniques, l’endothéline contribue dans la 
modulation du potentiel membranaire. L’activation de ces canaux dépendrait en partie de la 
PKC et de la mobilisation du calcium intracelluaire à partir du réticulum endoplasmique (103). 
La dépolarisation et l’activation des canaux calciques de type L permettent l’entrée du calcium 
dans la cellule, ce qui explique en partie l’effet vasoconstricteur de l’ET-1 dans les cellules 
musculaires lisses (104). Le calcium cellulaire joue le rôle d’un second messager qui peut se 
lier à différentes protéines liant le calcium, en particulier la calmoduline, ce qui permet 
l’activation des kinases des chaines légères de la myosine entrainant la contraction musculaire. 
Dans les myocytes, le complexe Ca2+/calmoduline peut activer les protéines kinases 
Ca2+/calmoduline-dépendante II (CAMKII) et la calcineurine qui jouent un rôle primordial 
dans l’hypertrophie cardiaque (105). De plus, l’augmentation du calcium cellulaire va 
permettre l’activation d’autres canaux comme les canaux potassiques et chlorures dépendants 
du calcium. Ces canaux sont des régulateurs clés du potentiel membranaire donc de l’activité 
des canaux calciques voltage-dépendants. Parmi les courants ioniques qui interviennent dans 
la réponse à l’ET-1 on trouve les canaux calciques dépendants du voltage ou du ligand, les 
échangeurs Na+/H+, les canaux potassiques et les canaux chlorures (106). 
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1.1.4.4 Désensibilisation et internalisation des récepteurs de l’endothéline 
Après stimulation par l’ET-1, les deux récepteurs ETA et ETB sont rapidement 
phosphorylés par les GRK, ce qui permet le recrutement des β-arrestines, AP2, dynamine et 
Figure 1.4: Voies de signalisation des récepteurs de l’endothéline. L’ET-1 peut se lier 
aux récepteurs ETA et ETB pour activer les complexes Gα, Gβγ et les β arrestines et 
stimuler les différents effecteurs en aval (PKC, ERK, MAPK) ce qui aboutit à des 
changements dans l’expression génique. 
Thorin E et al. The cardiovascular physiology and pharmacology of endothelin-1. Adv 
Pharmacol. 2010;60:1-26. 
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clathrine pour former des endosomes précoces. Par la suite le récepteur ETB sera dirigé vers 
l’endosome tardif puis vers le lysosome pour être dégradé, ce qui élimine les peptides d’ET-1 
circulants dans le plasma, assurant sa fonction de clairance à l’ET-1. A l’inverse, les 
récepteurs ETA sont acheminés vers le compartiment péricentriolaire avant d’être recyclés 
pour être de nouveau exprimés à la surface cellulaire afin de lier d’autres molécules 
d’endothélines. Ce phénomène est appelé la resensibilisation. La nature des clusters 
sérine/thréonine présents dans la partie C-terminale du récepteur conditionne la stabilité du 
complexe récepteur/β-arrestine, ce qui dicte le profil d’internalisation du récepteur (107). Le 
motif SSS présent dans la partie C-terminale du récepteur ETB permettrait la formation d’un 
complexe récepteur/β-arrestine stable. Des études ont suggéré que les récepteurs dont 
l’extrémité C-terminale commence avec un motif NPXXY se dissocient des β-arrestines près 
de la membrane plasmique (107). Le récepteur ETA possède un motif semblable qui est 
NPIALY. Le récepteur ETB contient un motif SSS. Le pouvoir de recrutement des β-
arrestines après fixation de l’ET-1 est semblable entre l’ETA et l’ETB. Néanmoins, même si 
l’ETA est également internalisé, ce processus est beaucoup plus lent pour l’ETA que pour 
l’ETB, et l’ET-1 demeure liée jusqu’à 60 minutes après l’internalisation (108). 
Des études ont démontré qu’en plus de la protéine G, il existe d’autres protéines qui 
interagissent avec les RCPG (GIP). Ces GIP ont un rôle dans la régulation de la fonction des 
GPCR et leur trafic cellulaire, indépendamment de la protéine G. Elles sont associées aux 
boucles intracellulaires, les domaines transmembranaires et la partie C-terminale. Parmi les 
protéines qui interagissent avec les récepteurs de l’endothéline au niveau C-terminal on trouve 
la protéine de liaison au domaine d’activation de Jun (Jab1). L’interaction de Jab1 avec les 
récepteurs ETA et ETB va faciliter leur dégradation en favorisant leur ubiquitination (109). 
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L’ubiquitination des récepteurs de l’endothéline entraine leur acheminement vers la voie des 
corps multivésiculaires puis leur dégradation au niveau lysosomal. Il est connu que les 
récepteurs ETA suivent la voie de recyclage après leur stimulation par l’ET-1, alors que les 
récepteurs ETB suivent la voie lysosomale pour la dégradation. Cette différence dans les 
niveaux de dégradation serait due aux taux de Jab1 associés aux récepteurs ETB, taux qui sont 
beaucoup plus importants que ceux qui interagissent avec les récepteurs ETA, ce qui 
impliquerait une ubiquitination plus importante des récepteurs ETB (110). 
 
1.1.4.5 La signalisation biaisée 
Un ligand est dit biaisé quand il peut conférer une conformation au récepteur qui lui 
permet d’activer préférentiellement une voie de signalisation parmi toutes les autres voies 
possibles suite à la stimulation de ce récepteur (111). Les ligands biaisés représentent un grand 
intérêt en thérapeutique dans le sens où ils permettent de développer des médicaments mieux 
tolérés permettant de privilégier l’induction d’un effet particulier au détriment d’un autre. 
Les peptides d’endothéline et les sarafotoxines présentent des signalisations biaisées 
sur les récepteurs d’endothéline. L’ET-1 et l’ET-2 déclenchent des mécanismes de 
signalisation différents pour induire l’initiation et le maintien de la réponse contractile dans 
différents lits vasculaires (112). Une étude a montré que la sarafotoxine 6b est un agoniste 
complet pour l’effet vasoconstricteur, comparable à ce qui est observé avec l’ET-1 et l’ET-2, 
mais un agoniste partiel en ce qui concerne le recrutement des β-arrestines (108). Ceci 
permettrait une réduction dans la désensibilisation du récepteur et donc une prolongation de la 
durée de l’effet de la toxine. Le bosentan, un antagoniste non sélectif des récepteurs ETA et 
ETB, possède un effet inhibiteur plus important sur le recrutement des β-arrestines provoqué 
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par les ETA que celui provoqué par les ETB, et les β-arrestines peuvent déclencher la cascade 
de signalisation des MAPK (113). Le concept de signalisation biaisée avec le récepteur ETA 
semble être intéressant dans le traitement du cancer de l’ovaire. En effet, l’activation de la 
voie ETA/β-arrestines contribue à la prolifération, l’invasion et les métastases des cellules 
tumorales de l’ovaire alors que la voie ETA/Gs/PKA inhibe l’expression des gènes 
d’angiogenèse et de métastase, ce qui suggère que l’activation sélective de la voie 
ETA/Gs/PKA serait une meilleure approche thérapeutique pour le traitement du cancer de 
l’ovaire (114, 115). 
 
1.1.4.6 Dimérisation des récepteurs de l’endothéline 
Les récepteurs ETA et ETB sont capables de former des homodimères ou 
hétérodimères. Cette dimérisation peut avoir une influence sur la liaison du ligand, l’activation 
du récepteur, la transduction du signal intracellulaire et l’internalisation du récepteur. 
L’internalisation du récepteur ETB se fait de manière plus lente quand il est présent sous 
forme d’hétérodimère, et la dissociation de cet hérérodimère peut être causée par 
l’internalisation du récepteur ETB suite à une exposition prolongée à un agoniste du récepteur 
ETB (116). En outre, les récepteurs d’endothéline pourraient former des dimères même avec 
d’autres types de récepteurs. Dans le tubule rénal, le récepteur ETB pourrait former des 
dimères avec les récepteurs de l’angiotensine de type I et de la dopamine D3, et ces dimères 
pourraient jouer un rôle dans l’homéostasie hydro-électrolytique et le contrôle de la pression 
sanguine (117, 118). 
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1.2 Rôle de l’endothéline dans le système cardiovasculaire 
L’ET-1 contribue de façon significative dans le contrôle du tonus vasculaire. L’effet 
systémique de l’ET-1 est caractérisé par une vasodilatation transitoire induite par l’activation 
initiale des récepteurs ETB des cellules endothéliales suivie d’une vasoconstriction prolongée 
suite à l’activation des récepteurs ETA et ETB présents sur les cellules musculaires lisses. Ces 
effets opposés de l’ET-1 sur les vaisseaux sanguins indiquent la présence d’un équilibre entre 
les effets opposés des deux types de récepteurs. Dans les conditions pathologiques, il se 
produit un déséquilibre de ce système, d’un côté par l’augmentation des effets des récepteurs 
ETA des cellules musculaires lisses et d’un autre côté par la diminution de l’effet 
vasodilatateur des récepteurs ETB des cellules endothéliales, ce qui consoliderait les effets 
vasoconstricteurs et prolifératifs sur les cellules musculaires lisses. En outre, en raison de leur 
fonction de clairance, la perturbation de la fonction des récepteurs ETB va engendrer une 
augmentation des taux d’ET-1 qui sera disponible pour activer davantage les récepteurs ETA, 
et par conséquent, une augmentation de l’effet vasoconstricteur et prolifératif (119). 
Les cellules endothéliales sont la principale source biologique du peptide d’ET-1. Les 
niveaux plasmatiques et tissulaires sont réduits de 65-80% dans les souris avec une 
invalidation du gène edn1 endothélial. Les concentrations plasmatiques de l’ET-1 chez la 
souris dans les conditions physiologiques normales sont extrêmement faibles, estimées à 
l’échelle du picomolaire, et les concentrations locales de l’ET-1 au niveau de la paroi 
vasculaire sont 100 fois plus élevées que les concentrations plasmatiques. Ces observations 
ainsi que l’estimation de l’affinité de l’ET-1 pour les récepteurs ETA et ETB indiquent que le 
mode d’action de l’ET-1 au niveau vasculaire est principalement paracrine (120). Les effets de 
l’ET-1 dans le système vasculaire prennent en considération tous les composants de ce 
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système : les cellules musculaires lisses, les cardiomyocytes, les fibroblastes et les cellules 
endothéliales. 
 
1.2.1 Effets de l’ET-1 sur les cellules endothéliales 
Les cellules endothéliales expriment principalement les récepteurs ETB. Les récepteurs 
ETA ont également pu être détectés dans les cellules endothéliales aortiques humaines (121). 
Les récepteurs ETB agissent globalement par la libération des prostaglandines et du NO 
vasodilatateurs, et la clairance de l’ET-1 à partir de la circulation au niveau des poumons et du 
rein. La perte de fonction des récepteurs ETB endothéliaux est associée à une élévation accrue 
de la pression ventriculaire systolique en réponse à l’hypoxie ainsi qu’à l’augmentation des 
niveaux d’ET-1 circulants. L’ET-1 semble avoir un rôle clé dans la dysfonction endothéliale 
qui mène à l’athérosclérose et l’hypertension. La surexpression restreinte de l’ET-1 au niveau 
de l’endothélium cause un remodelage structural et une dysfonction endothéliale des 
vaisseaux. Cet effet est causé en partie par le stress oxydant via l’activation de la NADPH 
oxydase (122). 
Le rôle de l’ET-1 dans le processus d’angiogenèse reste à confirmer. L’ET-1 favorise 
la migration, la prolifération et l’invasion cellulaire et stimule la néovascularisation dans les 
cellules endothéliales de la veine de cordon ombilicale humain (HUVEC) via le récepteur 
ETB indiquant un rôle proangiogénique (123). Cependant, une autre étude a démontré que 
l’ET-1 est incapable de stimuler la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins en utilisant la 
membrane chorio-allantoïdienne d’embryon de poulet, souvent utilisée comme modèle pour 
l’étude de l’angiogenèse, ce qui démontre dans ce cas que l’ET-1 n’est pas angiogénique 
(124). 
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1.2.2 Effets de l’ET-1 sur les cellules musculaires lisses 
Les cellules musculaires lisses expriment principalement les récepteurs ETA mais les 
récepteurs ETB sont également détectés. Le ratio ETA/ETB varie selon le lit vasculaire (plus 
élevé dans les artères que les veines). L’expression des ETB peut augmenter dans certaines 
conditions comme les maladies vasculaires (125, 126). L’effet vasoconstricteur assuré par les 
cellules musculaires lisses est la principale caractéristique de l’ET-1, une réponse attribuée 
aux récepteurs ETA et ETB. L’ET-1 possède des propriétés mitogéniques sur les cellules 
musculaires lisses en plus de son effet vasoconstricteur, ce qui conduit à l’expression des 
protooncogènes et la prolifération des cellules musculaires vasculaires (127-132). Dans les 
cellules musculaires lisses de l’aorte, l’ET-1 ne montre pas d’effets mitogéniques intrinsèques, 
mais accentue tout de même les propriétés mitogéniques du facteur de croissance dérivé des 
plaquettes (133). 
 
1.2.3 Effets de l’ET-1 sur les myocytes cardiaques 
Les myocytes cardiaques représentent la population de cellules la plus importante dans 
le cœur. Les récepteurs ETA et ETB sont présents dans les myocytes cardiaques avec une 
prédominance des ETA à la surface cellulaire (80%) (134). L’ET-1 a un effet inotrope positif 
dans les muscles cardiaques de plusieurs espèces y compris chez l’homme. Les propriétés 
contractiles de l’ET-1 dans les myocytes sont le résultat de la régulation des mouvements et 
des concentrations intracellulaires du calcium, par des mécanismes qui impliquent le canal 
calcique de type L du sarcolemme, l’échangeur NHE et l’échangeur Na+/Ca+, aboutissant à 
une élévation du calcium intracellulaire. La fixation de l’ET-1 sur son récepteur permet la 
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formation de l’IP3 et du DAG suivie d’une libération du calcium à partir du réticulum 
sarcoplasmique et une activation de la PKC. La PKC activée va stimuler l’échangeur (NHE) 
ce qui conduit à une alcalose intracellulaire et une entrée du calcium par l’échangeur Na+/Ca+ 
suite à l’accumulation du Na+ provoquée par le NHE (135). L’ET-1 par la voie de la PKC va 
activer le canal calcique de type L ce qui entraine la libération du calcium induite par le 
calcium dans le réticulum sarcoplasmique (135). 
Les récepteurs impliqués dans le développement de l’hypertrophie cardiaque 
notamment les récepteurs de l’endothéline, angiotensine et α1 adrénergiques semblent tous 
activer Gq et sont de puissants activateurs des voies mitogéniques. En régulant l’expression 
génique et la synthèse protéique de plusieurs facteurs (c-jun, c-fos, NFAT, GATA4, NF-κB, 
ANP, BNP), l’ET-1 participe activement dans l’hypertrophie cardiaque (136). Beaucoup 
d’autres facteurs de transcription assurent l’action hypertrophique de l’ET-1 sur les myocytes 
comme par exemple MEF2 et ZFP260 (137, 138). Des taux très élevés d’ET-1 sont trouvés 
dans l’hypertrophie induite par surcharge de pression ou de volume. De plus, l’interruption du 
gène edn1 dans les myocytes aboutit à une résistance à l’hypertrophie cardiaque induite par 
l’hyperthyroïdie (139).  
 
1.2.4 Effets de l’ET-1 sur les fibroblastes 
Les fibroblastes sont également très abondants dans le cœur où ils contribuent 
essentiellement à la synthèse de la matrice extracellulaire (MEC) (140). Les fibroblastes 
expriment les récepteurs ETA et ETB à la surface cellulaire et peuvent eux-mêmes produire de 
l’ET-1. L’ET-1 peut agir de façon autocrine ou paracrine dans la prolifération des fibroblastes 
cardiaques, la production de la MEC et le développement de la fibrose. Cet effet peut être 
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régulé négativement par les facteurs natriurétiques (ANP et BNP). L’ET-1 libérée à partir des 
cellules endothéliales induit la fibrose cardiaque dans le cas des cardiomyopathies diabétiques 
(141). Dans les processus inflammatoires, l’ET-1 en association avec le TGFβ et les cytokines 
proinflammatoires contribuent à la production de la MEC. Au cours de la fibrose pulmonaire 
systémique, l’ET-1 peut induire la différentiation des fibroblastes en myofibroblastes 
caractérisés par des propriétés contractiles, et une augmentation de la synthèse du collagène 
via le récepteur ETA (142). Ainsi, l’ET-1 figure parmi les facteurs biochimiques qui possèdent 
un rôle important dans la dynamique des fibroblastes et donc dans le développement et les 
pathologies cardiaques.  
 
1.3 L’endothéline dans certaines pathologies cardiovasculaires 
Les maladies cardiovasculaires (MCV) constituent la principale cause de mortalité 
dans les pays développés et en voie de développement (143). Les endothélines participent dans 
le mécanisme de plusieurs pathologies en particulier dans les MCV. Néanmoins, les stratégies 
utilisées dans le traitement des MCV privilégient d’autres cibles et outils thérapeutiques 
(système rénine-angiotensine, diurétiques, aldostérone, β-bloquants, bloqueurs calciques, 
statines). De nombreuses études cliniques ont tenté d’utiliser le système endothéline dans 
l’objectif d’élaborer des médicaments ciblant ce système pour traiter des MCV. Certaines 
pathologies cardiovasculaires dans lesquelles l’endothéline serait impliquée vont être décrites 
ci-dessous. 
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1.3.1 L’insuffisance cardiaque 
Les niveaux plasmatiques et tissulaires de l’ET-1 sont augmentés dans l’insuffisance 
cardiaque congestive avec une diminution remarquable dans la clairance de l’ET-1 par les 
poumons. Des liens ont été établis entre les concentrations circulantes de l’ET-1 et l’état de 
gravité des symptômes faisant de l’ET-1 un marqueur possible de l’évolution de cette maladie. 
Une élévation de l’expression des récepteurs ETA est également observée. Dans l’insuffisance 
cardiaque congestive, les niveaux d’ARNm et des peptides de l’ET-1 dans le myocarde sont 
augmentés (42, 144). L’ET-1 produite par le cœur défaillant participe au maintien de la 
fréquence cardiaque dans l’insuffisance cardiaque congestive (145). L’ET-1 possède des effets 
inotropes et chronotropes positifs, prolonge le potentiel d’action avec des propriétés 
arythmogènes et contribue au remodelage, à l’hypertrophie et à la fibrose cardiaque. Elle 
favorise la sécrétion d’autres facteurs comme l’angiotensine et la vasopressine impliqués dans 
la physiopathologie de l’insuffisance cardiaque (84, 146). L’utilisation d’antagonistes de 
l’endothéline dans l’insuffisance cardiaque serait initialement bénéfique, mais les résultats des 
études cliniques à long terme ne semblent pas prometteurs en raison des taux élevés de l’ET-1 
circulants et une perturbation des paramètres hémodynamiques, ce qui pourrait aggraver 
l’insuffisance cardiaque (147). 
 
1.3.2 L’hypertrophie cardiaque 
L’hypertrophie cardiaque est une réponse adaptative du cœur lorsqu’il est exposé de 
façon continue à un stimulus extracellulaire comme l’étirement mécanique ou à certains 
facteurs (par exemple, ET-1, Ang II, adrénaline, noradrénaline et TGFβ). Elle se manifeste 
avec des perturbations multicellulaires comme la croissance des cardiomyocytes, la fibrose et 
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l’inflammation. Cette réponse permet initialement une compensation de la fonction cardiaque 
mais si le stimulus persiste, elle peut aboutir à une insuffisance cardiaque. L’endothéline 1 a 
des propriétés autocrines et paracrines dans l’hypertrophie cardiaque. L’utilisation des 
antagonistes des récepteurs ETA a permis de réduire l’hypertrophie induite par constriction de 
l’aorte (148), par contre l’invalidation spécifique du gène codant pour l’ETA des 
cardiomyocytes ne permet pas d’éviter la réponse hypertrophique induite par infusion de 
l’Ang II ou l’isoprotérénol (149). Ceci indique un rôle possible des récepteurs ETB des 
myocytes ou des ETA des non myocytes dans l’hypertrophie cardiaque, sachant que les effets 
néfastes de la surexpression spécifique de l’ET-1 dans les myocytes ont pu être retardés par 
des antagonistes non sélectifs des ETA/ETB et pas avec des antagonistes sélectifs des ETA 
(150, 151). Ainsi, même s’il est clair que l’ET-1 joue un rôle dans l’hypertrophie cardiaque, 
les essais cliniques portant sur les antagonistes des récepteurs de l’endothéline ont montré leur 
inefficacité dans le traitement de l’hypertrophie et l’insuffisance cardiaque congestive (152). 
 
1.3.3 L’hypertension artérielle 
L’hypertension constitue un véritable problème de santé publique. Elle est l’une des 
causes majeures de mortalité parmi les maladies cardiovasculaires malgré les avancées dans 
les thérapies anti-hypertensives. Depuis la mise en évidence de ses propriétés 
vasoconstrictrices, l’ET-1 a été immédiatement considérée comme une cible thérapeutique 
possible dans le traitement de l’hypertension. Les patients hypertendus ont des taux circulants 
élevés d’ET-1. L’utilisation des antagonistes sélectifs ETA ou non sélectifs ETA/ETB a 
permis de réduire de façon significative la pression sanguine et la résistance vasculaire, mais 
en raison leurs effets indésirables à long terme, notamment leur toxicité hépatique, l’utilisation 
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de ces agents dans le traitement de l’hypertension reste limitée (153). L’ET-1 contribue 
amplement dans l’hypertension pulmonaire par la constriction des vaisseaux sanguins et la 
prolifération des cellules musculaires lisses au niveau pulmonaire, et présentement, la seule 
indication des antagonistes des récepteurs de l’endothéline demeure l’hypertension pulmonaire 
(76). 
	
1.4 Les récepteurs nucléaires couplés à la protéine G 
Les RCPG qui sont classiquement connus comme étant sur la membrane plasmique 
représentent une cible thérapeutique importante pour un grand pourcentage d’agents 
pharmacologiques. Plus récemment, on sait que des récepteurs couplés aux protéines G et des 
facteurs de croissance sont présents sur les membranes intracellulaires et l’enveloppe 
nucléaire. De plus, l’action observée suite à l’activation de ces récepteurs intracellulaires peut 
même être opposée à celle observée suite à l’activation des récepteurs de surface 
membranaire. En effet, la protéine reliée à la parathormone possède une action 
promitogénique quand elle se lie aux noyaux des cellules musculaires lisses, alors qu’elle 
possède une action antimitogénique quand elle se lie à la surface cellulaire (154). De 
nombreux RCPG possèdent des séquences de localisation nucléaire (SLN). Cette séquence 
pourrait servir de signal qui permettrait l’acheminement de ces récepteurs vers le noyau par un 
mécanisme qui met en jeu des petites GTPases (155). A présent, les fonctions des RCPGs 
nucléaires sont peu connues. Parmi les rôles physiologiques qui leur ont été attribués dans 
divers types tissulaires, on trouve la régulation de la transcription génique, la prolifération et 
l’inflammation (156). Ainsi, l’effet d’un ligand d’un RCPG serait la résultante de ses actions à 
la fois sur les récepteurs de surface et intracellulaires. La présence de tels récepteurs a mené à 
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un concept de signalisation appelé intracrine. La signalisation intracrine est un mode de 
signalisation où le ligand peut être internalisé du milieu extracellulaire ou synthétisé de novo 
pour agir sur des récepteurs présents à l’intérieur de la cellule. Parmi les récepteurs identifiés 
sur l’enveloppe nucléaire on trouve les récepteurs de l’acide lysophosphatidique, des 
chimiokines (CXCR4), de la bradykinine, des prostaglandines, de l’acide γ amino butyrique 
(GABA), du glutamate et du glucagon. Les récepteurs ETB, de l’angiotensine de type I et II 
(AT1R, AT2R), α1, β1 et β3 adrénergiques sont également présents sur l’enveloppe nucléaire 
des cardiomyocytes (Figure 1.5) (157). Peu importe l’orientation du récepteur sur la 
membrane externe ou interne de l’enveloppe nucléaire, le ligand doit être disponible à 
l’intérieur de la cellule et accéder à l’espace entre les deux membranes nucléaires pour pouvoir 
l’activer et il est désigné par le terme intracrine. La façon par laquelle le ligand peut atteindre 
son récepteur dépend de ses propriétés physicochimiques. Ainsi, les prostaglandines qui ont 
des propriétés hydrophobes peuvent traverser facilement la membrane 
Figure 1.5: Voies de signalisation associées aux récepteurs nucléaires de l’Ang II, des 
opioïdes, β-adrénergique et de l’endothéline. 
(Tadevosyan, A., et al., G protein-coupled receptor signalling in the cardiac nuclear 
membrane: evidence and possible roles in physiological and pathophysiological function. J 
Physiol, 2012. 590(Pt 6) : p. 1313-30.)	
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plasmique pour agir au niveau nucléaire. Les récepteurs de l’angiotensine II AT1R peuvent 
être internalisés et redirigés vers le noyau après la liaison du ligand. Il existe des transporteurs 
spécifiques des catécholamines leur permettant d’atteindre leurs récepteurs intracellulaires, et 
il a été démontré que l’application de l’isoprotérénol exogène, un agoniste β-adrénergique, sur 
des myocytes intacts tout en inactivant les récepteurs de surface par un agent alkylant permet 
le contrôle de la transcription génique (158). De plus, la phényléphrine administrée de façon 
extracellulaire permet l’activation des récepteurs α1 adrénergiques intracellulaires mais pas 
celles des récepteurs présents à la surface (159). Une source intracellulaire du ligand est 
également possible. Le ligand au cours de sa synthèse et son passage par le réticulum 
endoplasmique et trans-Golgi peut revenir au niveau nucléaire pour activer son récepteur 
(160). Il se peut également qu’un mécanisme d’épissage alternatif ou d’initiation alternative de 
traduction permette la production d’un ligand sans la séquence signal dans l’extrémité N-
terminale, qui sert de signal d’orientation vers la voie sécrétoire, le rendant disponible au 
niveau intracellulaire. L’abondance du ligand intracellulaire disponible pour se lier à ces 
récepteurs intracellulaires, pourrait être régulé par des stimuli extracellulaires (161). 
Les médiateurs et les effecteurs qui sont habituellement connus et associés aux RCPG 
membranaires ont également été identifiés au niveau nucléaire en aval de l’activation des 
RCPG nucléaires. Parmi les composants de ce système, on trouve les sous-unités de la 
protéine G, l’adénylyl cyclase, la phospholipase C, la phospholipase A2, la phospholipase D, 
l’IP3, le DAG, l’AMPc, la phosphatidylinositol 3 kinase, la synthase du monoxyde d’azote 
endothéliale (eNOS), les kinases des récepteurs couplés aux protéines G (GRK), les β-
arrestines. L’enveloppe nucléaire comporte également certains canaux calciques, les 
récepteurs de l’IP3 et de la ryanodine, les pompes ATPases du réticulum 
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sarcoendoplasmiques- (SERCA); ainsi, le noyau est capable d’accumuler et de libérer le 
calcium (162). Les canaux potassium et chlorures sont aussi détectés au niveau de l’enveloppe 
nucléaire (163, 164). 
Même si les cascades de signalisation qui suivent l’activation des RCPG nucléaires 
sont peu connues, il existe toutefois des preuves sur le rôle de ces récepteurs dans le contrôle 
de certains événements, même dans d’autres compartiments cellulaires. Par exemple, 
l’activation des récepteur α1 adrénergiques nucléaires des cardiomyocytes va permettre 
l’activation de la PKCδ qui sera transloquée au niveau cystoplasmique pour phosphoryler la 
troponine, ce qui va induire la contraction des cardiomyocytes (165). 
 
1.5 Récepteurs nucléaires de l’endothéline 
Des récepteurs ETB ont été identifiés sur l’enveloppe nucléaire des cardiomyocytes 
ventriculaires cardiaques adultes (7), des cellules musculaires lisses, des cellules endothéliales 
de l’endocarde (166), les cellules hépatiques (167) et les neurones (168). Les récepteurs 
nucléaires ETA ont été détectés dans les cellules endothéliales vasculaires de l’aorte (121). 
Les 2 types des récepteurs de l’endothéline présentent des SLN dans leur structure (169). 
L’immunocytofluorescence des MVCAs intacts a montré que les récepteurs ETA sont présents 
principalement sur la surface cellulaire et au niveau des tubules-T, alors que les récepteurs 
ETB présentent un marquage sur l’enveloppe nucléaire. Cette observation indiquerait que la 
présence nucléaire des récepteurs ETB se fait de façon constitutive et n’est pas la conséquence 
de la translocation des récepteurs de surface. De plus, les récepteurs ETB de surface sont 
glycosylés dans leur partie N-terminale et cette glycosylation n’est pas observée dans les 
récepteurs ETB nucléaires. L’incubation des MVCAs intacts avec de la rhodamine ET-1 ou 
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rhodamine ET-3 fluorescentes a montré que ces ligands sont internalisés puis acheminés vers 
le lysosome, et aucune fluorescence n’a été détectée au niveau de l’enveloppe nucléaire ce qui 
écarte la possibilité d’une origine exogène du ligand des récepteurs nucléaires de l’endothéline 
(170). 
Les premiers essais fonctionnels de ces récepteurs ETB nucléaires au niveau des 
MVCAs ont été effectués sur des noyaux isolés et des cellules perméabilisées. Les essais de 
liaison du ligand radioactif ou fluorescent ont montré que l’ET-1-[125I], la rhodamine-ET-1 et 
la rhodamine-ET-3 possèdent un site de liaison au niveau de l’enveloppe nucléaire, et cette 
liaison est empêchée par des antagonistes sélectifs de l’ETB, le BQ788 et l’IRL2500. Le 
traitement du noyau isolé avec de l’ET-1 induit une augmentation du calcium nucléaire ce qui 
indique que les récepteurs ETB nucléaires sont capables de réguler les mouvements calciques 
de l’enveloppe nucléaire vers le nucléoplasme (7). En outre, cette activation du récepteur ETB 
nucléaire va activer la production du NO et inhiber l’initiation de la transcription (158). Le 
développement de nouveaux composés dits en ‘cage’ a permis de mieux caractériser ces 
récepteurs nucléaires et de préserver l’intégrité de signalisation dans des cellules intactes. Les 
composés en cage sont obtenus par l’addition d’un groupement photo-clivable sur la séquence 
d’acides aminés d’un composé actif le rendant inerte, lui permettant d’accéder à l’intérieur de 
la cellule. Une fois à l’intérieur, la cage est libérée dans la région désirée par photolyse UV 
rendant le composé d’intérêt disponible à l’intérieur de la cellule (171). La photolyse 
intracellulaire de l’endothéline 1 en cage (cET-1) a permis d’observer une élévation du 
calcium nucléaire, et cette élévation est atténuée en partie par un antagoniste de l’IP3 qui est le 
2-ABP. De plus, cette photolyse de l’cET-1 induit une autophosphorylation des protéines 
kinases Ca2+/calmoduline-dépendante CaMKII dans le noyau (170). 
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1.6 Résumé des connaissances sur le sujet 
1. Les récepteurs nucléaires ETB sont présents dans l’enveloppe nucléaire des myocytes 
ventriculaires cardiaques adultes (MVCAs), comme dans bien d’autres types 
cellulaires cardiaques. Toutefois, le système endothéline au niveau des fibroblastes 
n’est pas documenté malgré son rôle dans l’hypertrophie et la fibrose cardiaque. 
2. Les MVCAs expriment l’ET-1 et il est connu que la biosynthèse de l’ET-1 est régulée 
au niveau transcriptionnel dans plusieurs types cellulaires. 
3. L’application des analogues d’ET-1 et ET-3 fluorescents sur des noyaux isolés montre 
qu’ils se lient à la membrane nucléaire des MVCAs et sont déplacés par des 
antagonistes sélectifs des récepteurs ETB. 
4. L’activation des récepteurs ETB sur noyaux isolés ou dans des cellules intactes par des 
agonistes en cage a permis une augmentation de la concentration du calcium nucléaire. 
5. Des analogues d’ET-1 et ET-3 fluorescents appliqués sur le milieu extracellulaire des 
MVCAs ou des cellules endothéliales intactes se dirigent vers le lysosome et ne sont 
jamais détectés sur la membrane nucléaire. 
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1.7 Hypothèse et objectifs de l’étude 
En se basant sur les observations décrites précédemment, l’hypothèse de la présente 
étude est que l’endothéline endogène est le ligand du récepteur nucléaire ETB dans les 
myocytes ventriculaires cardiaques. 
Pour vérifier cette hypothèse nos objectives étaient de déterminer dans des myocytes 
ventriculaires cardiaques : 
-La localisation subcellulaire de l’endothéline, la proendothéline et la 
préproendothéline endogènes et l’enzyme de conversion de l’endothéline. 
-Comme cela est indiqué dans la section 1.1.3, l’abondance et la sécrétion de 
l’endothéline sont régulées principalement au niveau transcriptionnel. Ainsi, pour ces études, 
des agents chimiques ou biologiques qui vont permettre de modifier l’expression de 
l’endothéline dans les MVCAs ont été utilisé afin de déterminer : 
-l’effet de ces agents sur les niveaux intracellulaires des peptides de l’endothéline 
-l’effet de ces agents sur les concentrations nucléaires du calcium. 
De plus, ces expériences ont été effectuées en parallèle sur des fibroblastes en raison de 
leur rôle complémentaire aux myocytes dans le développent des fibroses et l’hypertrophie 
cardiaque et leur signalisation qui peut différer de celle des myocytes.  
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes
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2.1 Réactifs et anticorps 
Les anticorps utilisés pour l’immunobuvardage de type Western et 
l’immunocytofluorescence sont : ECE1 (Bioss Antibodies, bs-1190R), endothelin 1 (Novus 
Biologicals, NB300-526), lamin A/C (Santa Cruz BioTechnology, sc-7293), nucleoporin 62 
(BD Biosciences, 610497), HSP70 (Cell Signaling, 4872), Pan Cadherin (ThermoFisher, 71-
7100), Caveolin 3 (Santa Cruz, sc7665). Le marqueur WGA (Wheat germ agglutinin) provient 
de Molecular Probes (W11261). Les anticorps secondaires sont des produits de Thermo 
Fisher. Les amorces utilisées pour la réaction en chaîne par polymérase en temps réel 
quantitative proviennent de ThermoFisher. Les réactifs utilisés pour la biologie moléculaire 
proviennent de Sigma-Aldrich, ThermoFisher. Les kits Elisa utilisés proviennent de Enzo Life 
Sciences, Inc (Endothelin-1 Elisa kit, ADI-900-020A et Big Endothethelin-1 Elisa kit, ADI-
900-073). Les antagonistes BQ-610 de Enzolife Science (ALX-155-011) et BQ-788 de 
Enzolife Science (ALX-155—020). Le fluo-4, AM provient de ThermoFisher (F14201). Le 
TGFß1 provient de (Preprotech, 100-21C). L’angiotensine II provient de Sigma-Aldrich 
(A9525). Le PMA provient de Sigma-Aldrich (P-8139). La thrombine provient de 
Haematologic Technologie Inc, (HCT-DFP). 
 
2.2 Isolation des cardiomyocytes cardiaques adultes 
 Les MVCAs sont isolés par un système de perfusion Langendorff. Des rats adultes 
Sprague Dawley (200-250 g) sont anesthésiés avec du pentobarbital (50 mg/kg du poids de 
l’animal en IP) et traités avec de l’héparine (1 U/kg du poids de l’animal). Le cœur est enlevé 
puis mis dans une solution de Tyrode à 2 mmol/L de Ca2+ qui contient du NaCl 136 mmol/L, 
du KCl 5,4 mmol/L, du MgCl2 1 mmol/L, de l’HEPES 5 mmol/L, du NaH2PO4 0,33 mmol/L 
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et du dextrose 1 mmol/L, au pH ajusté à 7,3 avec du NaOH. Le cœur est ensuite rapidement 
accroché à la canule du système par l’aorte. Après perfusion initiale par la solution de Tyrode 
200 µmol/L de Ca2+ avec un débit de 7 ml/min pendant 3 minutes, le cœur est perfusé avec la 
solution Tyrode sans calcium pendant 5 minutes. Par la suite le cœur est digéré avec la 
solution de Tyrode sans calcium supplémentée en collagénase de type II 0,5 g/L et de 
l’albumine de sérum bovin (ASB) 0,1% jusqu’à ce que le cœur devienne spongieux (environ 
40 min). Les ventricules sont ensuite découpés en petits morceaux dans une solution 
Kraftbrühe qui contient du KCl 20 mmol/L, du KH2PO4 10 mmol/L, du glucose 10 mmol/L, 
du mannitol 40 mmol/L, de l’albumine 0,1%, de l’L- acide glutamique 70 mmol/L, de l’acide 
β-hydroxybutyrique 10 mmol/L, de la taurine 20 mmol/L, de l’EGTA 10 mmol/L, à un pH 
ajusté à 7,3 avec du KOH. Les solutions utilisées pour l’isolation des cardiomyocytes sont 
maintenues constamment sous oxygénation (100% O2) à 37 °C. Les myocytes sont transférés 
vers un milieu de culture MEM Joklik (Minimum Essential Medium Eagle Joklik 
Modification) (Sigma-Aldrich) supplémenté avec du NaHCO2 25 mmol/L, du MgSO4 1.2 
mmol/L, de la DL-carnitine 1 mmol/L, de l’ASB 0,5%, de la pénicilline-streptomycine 1% et 
1 mmol de CaCl2. Le rendement de la préparation est considéré comme satisfaisant si le 
pourcentage des myocytes en forme de bâtonnet « rod shaped » tolérants au calcium est 
supérieur à 75%. Les myocytes sont utilisés fraichement le jour de l’isolation. 
 
2.3 Isolation des fibroblastes cardiaques 
 Les rats Sprague Dawley sont anesthésiés comme cela a été décrit précédemment. Le 
cœur est mis dans une solution saline tampon phosphate (PBS) (NaCl 137 mmol/L, KCl 2,7 
mmol/L, Na2HPO4 10 mmol/L, KH2PO4 1,8 mmol/L ajustée au pH 7,4 avec du NaOH) pour le 
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nettoyage, l’élimination des oreillettes et le découpage en petites pièces qui sont soumis à une 
série de digestions dans un milieu de dissociation (NaCl 116 mmol/L, HEPES 20 mmol/L, 
NaH2PO4 1 mmol/L, KCl 5,4 mmol/L, Dextrose 5,5 mmol/L, MgSO4 0,83 mmol/L, CaCL2 1 
mmol/L, BSA 0,1%, trypsine 1 g/L, collagénase type 1 0,5 g/L et pancréatine 20 mg/L, ajustée 
au pH 7,4 avec du NaOH). La digestion s’effectue dans un flacon dans un agitateur orbital à 
37 °C et l’opération est répétée 10 fois. A partir de la deuxième digestion, le contenu digéré 
est collecté puis centrifugé à 1500 rpm pendant 5 minutes, le surnageant est éliminé et le culot 
est resuspendu dans du milieu M199 (Sigma-Aldrich) supplémenté avec 10% de sérum fœtal 
bovin (FBS), 2% de pénicilline-streptomycine, 1% d’amphotérécine B. Après la dernière 
digestion, les culots resuspendus dans du M199 sont centrifugés une autre fois à 1500 rpm 
pour être resuspendus à nouveau dans du M199 avec 10% FBS puis ensemencés dans des 
boites de Pétri. Les cellules sont incubées à 37 °C avec 95% O2 et 5% CO2 pendant 150 
minutes. Une fois cette période écoulée, le milieu contenu dans les boites de pétri est remplacé 
afin de laver les fibroblastes adhérents et enlever les cellules flottantes. Les cellules sont mises 
en culture dans du milieu M199 avec 10% FBS (2% pénicilline-streptomycine, 1% 
amphotérécine B) dans l’incubateur à 37 °C avec 95% O2 et 5% CO2. Les cellules sont passées 
quand elles deviennent confluentes à l’aide d’une solution de PBS qui contient de la trypsine 
2,5 mg/ml et de l’EDTA 1,3 mmol/L. Les fibroblastes sont utilisés au passage 3. 
  
2.4 Isolation des noyaux des cardiomyocytes 
 L’isolation de la fraction nucléaire se fait après l’isolation des MVCAs. Les MVCAs 
fraichement isolés sont resuspendus dans un tampon d’homogénéisation (sucrose 300 mM, 
KCl 60 mM, HEPES 50 mM, EGTA 0.5 mM, EDTA 2 mM, dithiothreitol (DTT) 1 mM, 
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MgCl2 1 mM, pH ajusté à 7.3 avec du KOH, supplémenté en Triton X-100 1% et en 
inhibiteurs de protéases) à 4 °C puis placés dans un agitateur rotatif pendant 45 minutes. Les 
cellules sont transférées dans un homogénéisateur Dounce large ensuite serré. Après 
centrifugation à 130 ×g pendant 5 minutes à 4 °C, le surnageant est filtré à travers une mèche 
nylon 40 µm deux fois, puis à travers une mèche nylon 20 µm. Le filtrat est centrifugé à 860 
×g pendant 15 minutes à 4 °C. Le surnageant qui contient les fractions cytosolique et 
membranaire est enlevé et le culot qui correspond à la fraction nucléaire est resuspendu dans 
une solution de stockage qui contient du sucrose 250 mM, du KCl 25 mM, de l’HEPES 50 
mM, du DTT 1 mM, du MgCl2, pH ajusté à 7,3 avec du KOH et supplémentée en inhibiteurs 
de protéases. Le surnageant est centrifugé à 80 000×g à 4 °C pendant une heure pour obtenir 
les fractions membranaires (culot) et cytosoliques (surnageant). 
 
2.5 Isolation des noyaux des fibroblastes 
 La fraction nucléaire des fibroblastes est obtenue à partir des fibroblastes à passage 3 
cultivés dans plusieurs boites de pétri de 100 mm de diamètre lorsqu’ils atteignent 100% de 
confluence. Après lavage avec du PBS, les cellules sont reprises avec un tampon 
d’homogénéisation (NaCl 150 mM, EDTA 0,2 mM, HEPES 20 mM, DTT 2 mM, MgCl2 2 
mM, pH 7,4 supplémenté en Triton X-100 0,1% et des inhibiteurs de protéases). Les 
fibroblastes sont transférés dans un homogénéisateur Dounce serré pour libérer les noyaux 
puis centrifugés à 20 ×g pendant 4 minutes à 4 °C pour éliminer les cellules non lysées. Le 
surnageant est centrifugé à 850 ×g pendant 15 min à 4 °C. Le culot qui contient la fraction 
enrichie en noyaux est resuspendu dans une solution de stockage (NaCl 150 mM, EDTA 0,2 
mM, HEPES 20 mM, DTT 2 mM, MgCl2 2 mM, pH 7,4, supplémentée en 25% de glycérol et 
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en inhibiteurs de protéases). Le surnageant est centrifugé à 80 000×g à 4 °C pendant une heure 
pour obtenir les fractions membranaires (culot) et cytosoliques (surnageant). 
 
2.6 Immunocytofluorescence 
Les myocytes fraichement isolés sont attachés sur des lamelles de 18 mm recouvertes 
de laminine (15 µg/ml de PBS) après préincubation pendant 45 min à 37 °C, 95% O2, 5% 
CO2. Les fibroblastes à passage 3 sont attachés sur des lamelles en polylysine. Les cellules 
sont fixées par une solution de paraformaldéhyde 2%, ajustée au pH 7,2 avec du NaOH, 
pendant 30 min. Après lavage avec du PBS, les myocytes sont bloqués et perméabilisés avec 
une solution de blocage (sérum normal NDS (normal donkey serum) 2%, Triton X-100 0,2%) 
et les fibroblastes par une solution (sérum normal (NDS) 2% et Triton X-100 0,1%) pendant 1 
heure. Les cellules sont lavées avec du PBS et incubées avec les anticorps primaires 
(NDS 1%, Triton X-100 0,05% anticorps primaires) pendant la nuit, à 4 °C. Le lendemain, les 
cellules sont lavées 3 fois avec du PBS puis incubées avec les anticorps secondaires (sérum 
normal 1%, anticorps secondaires Alexa Fluor 555, Alexa Fluor 647 ou Alexa Fluor 488, 
DAPI 1/1000) pendant 1 heure à température ambiante. Après plusieurs lavages avec du PBS, 
les lamelles sont montées sur une goutte de solution qui contient 20% de diazabicyclo (2.2.2) 
octane (DABCO) et 80% de glycérol. Les noyaux sont visualisés à l’aide d’un colorant DAPI 
qui se lie aux acides nucléiques. Pour chaque anticorps secondaire, un contrôle négatif est 
effectué sans les anticorps primaires pour vérifier la spécificité des anticorps. Les images 
fluorescentes sont obtenues à l’aide d’un microscope confocal Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss, 
Oberkochen, Allemagne).  
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2.7 Immunobuvardage 
Les fractions nucléaires sont séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 
(PAGE) 10% en présence du dodécylsulfate de sodium (SDS). Les protéines sont transférées 
sur une membrane de polyfluorure de vinylidène (PVDF) à 100 V, pendant 90 minutes, à 4 °C 
dans un tampon de transfert qui contient du tris (hydroxyméthyl) aminomethane (Tris-base) 25 
mmol/L, de la glycine 192 mmol/L et du méthanol 20% (v/v). Les membranes sont bloquées 
dans du lait 5% de TBTS d’une solution saline Tris et Tween 20 (TBST) à température 
ambiante pendant 1h. Après blocage, les membranes sont incubées avec l’anticorps primaire à 
4 °C durant la nuit. Par la suite, les membranes sont lavées 3 fois avec du TBST puis incubées 
avec l’anticorps secondaire conjugué au peroxydase de raifort (HRP) pendant 1 heure. Après 3 
lavages avec du TBST, les bandes immunoréactives sont révélées avec un réactif 
chemiluminescent ECL Plus. 
 
2.8 Extraction de l’ARN, transcription inverse et PCR en temps réel 
L’ARN total des myocytes est extrait par la méthode de Trizol après homogénisation et 
l’ARN total des fibroblastes est extrait selon les instructions du fabricant (Qiagen Mini Kit). 
L’ARN est traité avec de l’ADNase I (10 U à température ambiante pendant 15 minutes) pour 
éliminer des contaminations possibles avec de l’ADN génomique. La qualité et la quantité de 
l’ARN sont estimées par le Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer). L’ADNc est synthétisé à 
partir d’1 µg d’ARN à l’aide d’une transcriptase inverse M-MLV. 
La PCR en temps réel quantitative (qPCR) est réalisée à l’aide d’un Master Mix SYBR 
Green (Life Technologies) et un système StepOnePlus (Applied Biosystems) en utilisant 1 ul 
d’ADNc et 300 nM d’amorces. L’analyse quantitative est réalisée en duplicata et normalisée à 
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un gène de ménage la β-actine. La séquence des amorces est la suivante : amorce sens de 
l’ET-1 (5’ à 3’) : CTG GAG ACC CCG CAG GTC CAA, amorce anti-sens de l’ET-1 (5’ à 3’) 
: GTG GGA AGT AAG TCT TTC AAG GAT CGC, amorce sens de la β-actine (5’ à 3’): 
TCA TGA AGT GTG ACG TTG ACA TCC GT, amorce anti-sens de la β-actine (5’ à 3’): 
CCT AGA AGC ATTTGC GGT GCA CGA TG. Le programme des cycles de la PCR est le 
suivant : 95 °C-10 min, 40 × (95 °C-30 sec, 55 °C-30 sec, 72 °C-1 min, 95 °C-1 min, 55 °C-30 
sec), 95 °C-30 sec. Les résultats de l’expression génique sont analysés à l’aide du logiciel 
StepOnePlus. Les résultats sont exprimés en valeurs ct « threshold cycle ». Les courbes 
standard ont été réalisées pour les amorces en effectuant 10 dilutions en série. 
 
2.9 Mesure des concentrations cellulaires en ET-1 et big ET-1 
Le contenu intracellulaire de l’ET-1 et de la big ET-1 est mesuré par une méthode 
immuonenzymatique (ELISA) selon les instructions du fabricant (Enzo Life Sciences, Inc). 
L’ET-1 et la big ET-1 contenues dans les myocytes et les fibroblastes sont extraites à l’aide de 
l’acide trifluoracétique 0,1%, puis centrifugés à 3000 rpm pendant 15 minutes à 4 °C. Les 
échantillons sont élués avec de l’acétonitrile (60% dans une solution de TFA 0,1%) dans une 
colonne Sep Pak C18 (Sigma-Aldrich). La récupération de l’ET-1 est de 80% et de 60% pour la 
big ET-1. Les résultats sont exprimés en pg/mg de protéines de lysats cellulaires, non corrigés 
par le facteur de récupération. Les échantillons sont desséchés à l’aide d’un SpeedVac puis 
conservés à -20 °C. Les échantillons sont resuspendus dans le tampon de l’essai juste avant le 
dosage. Les réactions croisées avec l’ET-1 sont 21% pour l’ET-2, 3,6% pour l’ET-3 ()0,1% 
pour la big ET-1 selon le fournisseur. Les réactions croisées avec la big ET-1 sont 0,1% pour 
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la big ET-2, la big ET-3, et l’ET-1 (0,1%) selon le fournisseur.  La concentration des protéines 
est déterminée par la méthode de Bradford en utilisant un spectrophotomètre (595 nm). 
 
2.10 Imagerie calcique 
Les myocytes ventriculaires adultes fraichement isolés sont attachés sur des lamelles 
de18 mm recouvertes de laminine (15 µg/ml de PBS). Les cellules sont par la suite incubées 
avec ou sans le TGFβ1(10 ng/ml), BQ 610 (1 µM) et BQ 788 (1µM) à 37 °C, 5% CO2 dans un 
milieu MEM (modification de Joklik) qui contient 1 mmol/l de Ca2+. Par la suite le Fluo-4 AM 
(Molecular Probes, 10 µM) est rajouté aux cellules pendant 30 minutes. Le DRAQ 5 est utilisé 
pour localiser les noyaux. La fluorescence est mesurée par le microscope confocal Zeiss LSM 
710. Le Fluo-4 est excité par un laser 488 nm et la fluorescence émise est mesurée entre 495 
nm et 550 nm. 
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Chapitre 3 : Résultats 
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3.1 Distribution nucléaire et périnucléaire de l’ET-1 dans les MVCAs et 
les fibroblastes 
Pour déterminer la localisation cellulaire de l’ET-1 nous avons utilisé l’imagerie 
confocale pour visualiser des cardiomyocytes et des fibroblastes cardiaques ventriculaires à 
passage 3 isolés du rat adulte et marqués par un anticorps anti-endothéline 1 (Figure 3.1). 
Dans les deux types cellulaires, l’immunocytofluorescence montre qu’en plus de la 
distribution cytoplasmique de l’ET-1, l’immunoréactivité de l’ET-1, qui comprend les 
différents niveaux de maturation du peptide, a été détectée également au niveau périnucléaire 
et à l’intérieur du noyau. Dans les fibroblastes, l’ET-1 semble localiser dans des structures 
vésiculaires correspondant à la voie sécrétoire du peptide. Aucune fluorescence n’a été 
observée lorsque les cellules ont été incubées sans l’anticorps primaire (Panneaux i et g).  
 
3.2 L’ECE1 possède une localisation nucléaire dans les MVCAs et les 
fibroblastes	
Dans le but d’examiner la localisation subcellulaire de l’ECE1, nous avons marqué 
les MVCAs et les fibroblastes cardiaques avec un anticorps anti-ECE1, puis nous les avons 
visualisés avec le microscope confocal fluorescent. L’immunoréactivité de l’ECE1 dans les 
MVCAs a montré un motif strié qui correspond à leur présence au niveau des tubules T et de 
la membrane sarcoplasmique (Figure 3.2a). L’immunofluorescence a également été observée 
autour du noyau des MVCAs marqués par l’anticorps anti ECE1 (Figure 3.2e). Contrairement 
aux MVCAs, l’immunoréactivité de l’ECE1 dans les fibroblastes cardiaques a montré un 
marquage intense au niveau nucléaire et dans le cytoplasme, mais pas au niveau de la 
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membrane plasmique. Le traitement des myocytes et des fibroblastes avec du PMA, qui suite à 
l’activation de la PKC induit une phosphorylation de l’ECE1 et affecte sa localisation 
subcellulaire (37), a induit une relocalisation plus importante de l’ECE1 au niveau nucléaire 
(Figure 3.3).  
  
Figure 3.1: Distribution subcellulaire de l’ET-1 dans les MVCAs et les fibroblastes 
cardiaques. Les panneaux a, b, c et d représentent le même MVCA. Le panneau a est une 
image de la microscopie confocale qui montre une localisation cytosolique et nucléaire de 
l’ET-1. Le panneau b est un marquage du noyau du même MVCA avec DAPI. Le panneau c 
est une fusion des images de l’ET-1 et le DAPI. Le panneau d est une image en contraste de 
phase de la même cellule. Les panneaux e, f, g et h montrent les fibroblastes. Le panneau e est 
une image confocale qui montre la localisation cytosolique et nucléaire de l’ET-1 dans les 
fibroblastes. Le panneau f est un marquage des noyaux avec le DAPI. Le panneau g est une 
fusion des images e et f. Le panneau h est une image en contraste de phase des fibroblastes. 
Les panneaux i et j représentent un contrôle sans les anticorps primaires pour les MVCAs et 
les fibroblastes respectivement. Les données représentent un exemple typique de résultats de 
28 images obtenues avec n=7 rats. La barre d’échelle = 10 µm. 
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Figure 3. 2:Distribution subcellulaire de l’ECE1 dans les MVCAs. Les panneaux a-f et g-l 
représentent le même MVCA. Le panneau a est une image confocale qui représente la 
distribution de l’ECE1. Le panneau b est un marquage nucléaire avec la lamine A/C. Le 
panneau c est une superposition de a et b. Le panneau d est un contraste de phase du même 
MVCA. Les panneaux e et f sont des agrandissements des images a et c, respectivement. Le 
panneau g montre l’effet du phorbol 12-myristate-13- acétate (PMA) (500 nM) sur la 
localisation de l’ECE1. Le panneau h est un marquage avec la lamine A/C et le panneau i est 
une superposition des panneaux g et h. Les panneaux k et l sont des agrandissements de g et 
i, respectivement. Le panneau m représente un contrôle négatif sans l’anticorps primaire. La 
barre d’échelle = 10 µm. 
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Figure 3. 3: Distribution subcellulaire de l’ECE1 dans les fibroblastes. 
 Les panneaux a-b représentent les mêmes fibroblastes. Le panneau a est une image confocale 
pour montrer la localisation de l’ECE1 dans les fibroblastes. Le panneau b est un marquage au 
WGA pour localiser la membrane plasmique. Le panneau c est la superposition de a et b. Les 
panneaux e-j et g-l représentent les mêmes fibroblastes respectivement. Le panneau e est un 
marquage de l’ECE1 dans les fibroblastes. Le panneau f est un marquage des noyaux avec la 
lamine A/C. Le panneau i représente la colocalisation de l’ECE1 et la lamine A/C. Le panneau 
g montre l’effet du PMA (500 nM) après 30 min sur la relocalisation de l’ECE1 dans les 
fibroblastes. Le panneau m représente un contrôle négatif sans l’anticorps primaire. La barre 
d’échelle = 10 µm. 
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Comme étape complémentaire, nous avons procédé à l’isolation des fractions 
nucléaires des MVCAs et des fibroblastes pour confirmer la présence de l’ECE1 au niveau 
nucléaire. Les résultats d’immunobuvardage de type Western ont montré des bandes 
correspondant à l’ECE1 (≈130 kDa) dans les fractions enrichies en noyaux, et ce pour les deux 
types cellulaires (Figure 3.4).	
 
3.3 Le TGFβ1 et l’angiotensine II augmentent l’expression de l’ET-1 
respectivement dans les myocytes et les fibroblastes  
Pour examiner la régulation du messager de l’endothéline 1, nous avons traité des 
MVCAs fraichement isolés et des fibroblastes au passage 3 avec plusieurs agents à différents 
temps. Parmi les substances que nous avons testées sur les MVCAs, et qui sont connus pour 
leur effet dans l’augmentation des niveaux de l’ARNm et des peptides de l’ET-1 dans les 
cellules endothéliales : l’angiotensine II, l’acétate myristate de phorbol (PMA) et la thrombine 
n’ont pas changé l’expression de l’ET-1. Seul le TGFβ1 a induit une élévation des niveaux de 
l’ARNm de l’ET-1 dans les MVCAs (Figure 3.5A). La Figure 3.5B montre les variations de 
l’expression de l’ET-1 induites par le TGFβ1 dans le temps : le TGFβ1 augmente l’ARNm de 
l’ET-1 dès 30 min, pour atteindre deux fois le niveau basal au bout de 3 heures. Dans les 
fibroblastes, l’Ang II permet une élévation rapide et transitoire de l’ARNm de l’ET-1 après 30 
minutes de traitement pour redescendre à 1 heure. Cette élévation est dose-dépendante (Figure 
3.5C).  
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Figure 3. 4: L’immunoréactivité de l'ECE1 dans des fractions enrichies en noyaux. A. 
L’immunoréactivité de l’ECE1 dans des fractions enrichies en noyaux dans les MVCAS (a) 
et les fibroblastes (b). B. Caractérisation des fractions riches en noyaux, membranaires et 
cytosoliques des fibroblastes. Utilisation des marqueurs de la membrane plasmique (Pan 
Cadhérine), du cytosol (HSP70) et du noyau (nucléoporine 62). C. Caractérisation des 
fractions riches en noyaux, membranaires et cytosoliques des MVCAs. Utilisation des 
marqueurs de la membrane plasmique (cavéoline 3), du cytosol (HSP70) et du noyau 
(nucléoporine 62). c, cytosol ;m, membrane ;n, noyau. Chaque puit contient 20 µg de 
protéines. L’expérience a été répétée 3 fois. 
 
B. A. 
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Figure 3. 5: Régulation de l’ARNm de l’ET-1 dans les MVCAs et les fibroblastes. Les 
myocytes fraichement isolés (1 million de cellules par groupe) ont été incubés avec différents 
ligands : Ang II (1 µM), PMA (500 nM), thrombine (2 UI/l) et TGFβ1 (10 ng/ml) à 37 °C 
pendant 30 min (*** p< 0,001 vs contrôle par one-way ANOVA). B. Effets du TGFβ1 (10 
ng/ml) sur l’expression de l’ET-1 dans le temps dans les MVCAs (** p< 0,01 vs contrôle, 
*** p< 0,001 vs contrôle, ****p<0,0001 vs contrôle par one-way ANOVA). C. Effets de 
l’Ang II sur l’expression de l’ET-1 dans les fibroblastes. Les fibroblastes ont été privés de 
sérum pendant 12 h puis traités avec de l’Ang II pendant 30 min à 10 nM et 1 µM, puis 
pendant 1 h à 1 µM. Les niveaux de l’ARNm de l’ET-1 ont été déterminés par PCR en temps 
réel quantitative et normalisés à ceux de la β-actine. Chaque expérience a été répétée au 
moins 4 fois. Les résultats sont exprimés en nombre de fois le contrôle qui est considéré 1. 
Les résultats sont présentés comme la moyenne ± SEM. (*** p< 0,001 vs contrôle, **** p< 
0,0001 vs contrôle par one-way ANOVA	
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3.4 Le TGFβ1 augmente les taux intracellulaires de l’ET-1 et de la big 
ET-1 dans les myocytes ventriculaires cardiaques adultes 
Comme le TGFβ1 induit une élévation des taux de l’ARNm de l’ET-1, nous avons 
voulu vérifier si cette augmentation était suivie par une augmentation des taux endogènes du 
peptide ET-1 mature. Le TGFβ1 induit une augmentation des niveaux intracellulaires de la big 
ET-1 (Figure 3.6A) et de l’ET-1 mature (Figure 3.6B) dans les cardiomyocytes adultes après 1 
h et 3 h de traitement. Contrairement aux MVCAs, on n’a pas observé d’élévation significative 
de l’ET-1 dans les fibroblastes après traitement avec l’Ang II. La big ET-1 n’a pas été detectée 
dans les fibroblastes. 
 
3.5 L’augmentation des niveaux d’ET-1 endogène par le TGFβ1 est 
corrélée à une augmentation du calcium nucléaire 
Notre laboratoire a précédemment démontré que la stimulation des récepteurs 
nucléaires ETB sur un noyau isolé ou dans un myocyte intact avec un composé en cage (cET-
1) induit une élévation du calcium nucléaire (7, 170). Comme le TGFβ1 permet 
l’augmentation de l’endothéline 1 endogène dans les myocytes, nous avons voulu confirmer si 
cet effet était accompagné par une élévation du calcium nucléaire. La Figure 3.7 montre que le 
TGFβ1 permet en effet une augmentation significative dans le rapport du calcium nucléaire 
sur le calcium cytosolique. Les récepteurs de l’endothéline de surface ETA et ETB ont été 
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bloqués par les antagonistes BQ610 et BQ788, respectivement, pour éviter une éventuelle 
contribution de ces récepteurs dans l’augmentation des niveaux du calcium cellulaire. 
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Figure 3. 6: Niveaux intracellulaires des peptides big ET-1 et ET-1 dans les myocytes et 
fibroblastes. 
Les myocytes adultes fraichement isolés ont été incubés avec le TGFβ1 (10 ng/ml) pendant 
1 h et 3 h. La Figure A montre l’effet du TGFβ1 sur la quantité intracellulaire de la big ET-1 
dans les myocytes (* p < 0,05 vs contrôle par one-way ANOVA). La Figure B montre l’effet 
du TGFβ1 sur la quantité intracellulaire de l’ET-1 dans les myocytes (* p < 0,05 vs contrôle, 
** p<0,01 vs contrôle par one-way ANOVA). Les fibroblastes au passage 3 ont été traités 
avec l’Ang II (1µM) pendant 1 h. La Figure C montre les taux de l’ET-1 dans les 
fibroblastes avec et sans traitement à l’Ang II. La teneur en ET-1 et big ET-1 a été 
déterminée par ELISA. Les résultats sont exprimés en pg/mg de protéines extraites des 
myocytes. La big ET-1 dans les fibroblastes était en dessous du seuil de détection qui est de 
0,78 pg/ml. Les résultats sont présentés comme la moyenne ± SEM. Chaque expérience a été 
répétée au moins 4 fois pour les myocytes et 3 fois pour les fibroblastes. 
		57	
 
Contrôle TGFβ1 
80
100
120
140
Fn
uc
/F
cy
t ;
 %
*
Figure 3. 7: Concentrations nucléaires du calcium dans les myocytes. 
Le TGFβ1 induit une élévation dans le rapport de la concentration nucléaire sur la 
concentration cytosolique du calcium. Les myocytes ventriculaires adultes ont été incubés 
avec le TGFβ1 (10 ng/ml) plus BQ610 (1 µM) (antagoniste ETA) et BQ788 (1µM) 
(antagoniste ETB) ou avec le milieu de culture seulement plus les antagonistes (contrôle). Le 
DRAQ5 a été utilisé pour localiser la région nucléoplasmique. L’intensité du signal du fluo 4 
au niveau nucléaire a été normalisé au signal cytosolique après soustraction du bruit de fond. 
Les résultats sont présentés comme la moyenne ± SEM. Les données représentent les 
résultats obtenus à partir de 40 cellules de 4 expériences différentes. L’analyse statistique a 
été effectué par le T-test de Student * p<0,05. 
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Chapitre 4 : Discussion, perspectives et conclusion 
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4.1     Discussion 
La présente étude montre que toute la machinerie nécessaire pour produire l’ET-1 est 
présente dans les MVCAs et FVCAs, et en fonction du type cellulaire, cet ET-1 peut être 
disponible pour servir de ligand pour les récepteurs nucléaires ETB contrairement à d’autres 
récepteurs couplés aux protéines G nucléaires où le ligand est pris du milieu extracellulaire. 
Tout d’abord, nous avons montré que tous les composants du système endothéline sont 
présents dans les myocytes ventriculaires et les fibroblastes cardiaques adultes de rat. La 
microscopie confocale a permis de révéler l’immunoréactivé de l’ET-1, qui correspond à 
toutes les formes de maturation de ce peptide, et a été détectée au niveau cytoplasmique et 
nucléaire dans les deux types cellulaires. De plus, dans les fibroblastes l’ET-1 montre une 
distribution ponctuée qui pourraint indiquer une localisation dans des structures vésiculaires. 
La localisation vésiculaire correspond au profil observé dans les cellules endothéliales (172). 
A l’inverse, la distribution ponctuée n’est pas observée dans les MVCAs. Ceci pourrait 
suggérer que l’ET-1 n’est pas princpalement orientée vers la voie sécrétoire. 
L’ECE1 est une enzyme clé dans la production de l’ET-1 biologiquement active à 
partir de la big ET-1. Les expériences d’immunocytofluorescence ont permis de localiser 
l’ECE1, au niveau de la membrane sarcoplasmique, des tubules-T et de l’enveloppe nucléaire 
dans les myocytes cardiaques, alors que dans les fibroblastes, l’ECE1 montre une 
immunoréactivité au niveau cytoplasmique et nucléaire mais pas au niveau de la membrane 
plasmique. La localisation nucléaire de l’ECE1 a pu être confirmée sur des fractions enrichies 
en noyaux sur un gel SDS-PAGE. L’immunobuvardage de type western a montré une bande 
de 130 kDa correspondant au poids moléculaire de l’ECE1, alors que le poids moléculaire 
calculé est de 86 kDa. Cette différence dans les poids moléculaires est attribuée à la 
		60	
glycosylation, puisque l’ECE1 possède 10 sites potentiels de glycosylation (173). Ces niveaux 
de glycosylation pourraient expliquer partie la présence d’une multitude de bandes sur 
l’immunobuvardage. Un traitement avec un peptide N glycanase permettrait de réduire les 
bandes qui correspondent à différents niveaux de glycosylation de l’ECE1. D’autres bandes 
correspondraient à des produits de dégradation de l’ECE1. L’absence d’autres anticorps plus 
sélectifs à l’ECE1 de rat ne nous a pas permis de confirmer la bande d’intérêt sur les fractions 
nucléaires. De plus, la difficulté de maintenir les myocytes en culture en raison de leur non-
prolifération ne permet pas d’effectuer des knock-down du gène de l’ECE1 par l’ARN 
interférent afin de confirmer avec certitude la bande et le poids moléculaire correspondant à 
l’ECE1. Le traitement des cellules avec du PMA, un activateur de la PKC, a induit une 
relocalisation de l’ECE1 dans le noyau dans les deux types cellulaires. Des études précédentes 
sur les cellules issues de l’ovaire de Hamster de Chine (CHO) avaient déjà montré que le PMA 
et des concentrations élevées de glucose permettent la phosphorylation induite par la PKC de 
l’ECE1 et cela provoquerait une modification de la localisation intracellulaire de l’ECE1 (37, 
174). La translocation nucléaire de l’ECE1 induite par la PKC indiquerait que dans certaines 
conditions pathologiques comme le diabète ou lorsque l’activité de la PKC est augmentée 
(37), l’ECE1 nucléaire serait disponible pour produire davantage d’ET-1 mature au niveau 
local pour pouvoir activer les récepteurs nucléaires ETB. Comme beaucoup d’autres protéines 
membranaires, l’ECE1 présente à la surface cellulaire peut subir un clivage de la partie 
catalytique qui sera libérée dans le milieu extracellulaire, et cet effet est augmenté par la 
phosphorylation induite par la PKC qui provoque une relocalisation de l’ECE1 au niveau 
membranaire (175, 176). Un tel phénomène serait également possible au niveau nucléaire si la 
métalloprotéase requise pour le clivage est disponible au niveau intracellulaire, tout en tenant 
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compte de la conformation et de l’orientation de l’ECE1 située sur l’enveloppe nucléaire des 
myocytes. 
La biosynthèse de l’endothéline est régulée essentiellement au niveau transcriptionnel 
et la demi-vie de l’ARNm de l’ET-1 est estimée à 15 minutes (26). Dans la présente étude 
nous avons montré que la production de l’ET-1 dans les MVCAs et FVCAs est régulée 
respectivement par le TGFβ1 et l’Ang II. L’Ang II, la thrombine et le PMA, qui régulent 
l’expression de l’ET-1 à l’aide du facteur de transcription AP1 (55-57), n’ont pas été efficaces 
pour augmenter les niveaux de l’ARNm de l’ET-1 dans les MVCAs de rat. Toutefois, une 
autre étude avait confirmé que l’Ang II induit une élévation de la transcription génique de 
l’ET-1 dans les myocytes adultes de chat (177). Cette différence serait due à une variabilité 
entre les espèces. Dans les cellules endothéliales, l’effet du TGFβ1 sur l’augmentation des 
niveaux de l’ARNm de l’ET-1 est la résultante de la coopération des voies ALK5/smad et de 
l’AP1 qui agissent sur des régions spécifiques du gène de l’ET-1, et le blocage de l’une des 
deux voies affecte de façon significative cette régulation positive (178). L’augmentation de 
l’ARNm de l’ET-1 induite par l’Ang II dans les fibroblastes ne permet pas une augmentation 
des niveaux intracellulaires du peptide ET-1 après une heure de traitement. Le dosage des 
niveaux des peptides dans le milieu de culture indiquera si l’augmentation de la production est 
destinée à la voie sécrétoire. Ainsi, dans le cas où les récepteurs nucléaires ETB sont 
également présents dans les fibroblastes, on peut penser à d’autres types de stimuli ou à 
d’autres isoformes ET-2 et ET-3 comme ligand pour pouvoir activer ces récepteurs, sachant 
que les 3 isoformes ont la même affinité pour le récepteur ETB. En revanche, dans les 
myocytes, l’élévation des niveaux de l’ARNm de l’ET-1 est suivie d’une augmentation des 
niveaux des peptides intracellulaires de la big ET-1 et de l’ET-1 mature. Ainsi, l’ET-1 mature 
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est produite par les MVCAs et son abondance est régulée au niveau transcriptionnel. 
L’augmentation du ligand endogène est observée avec l’angiotensine II intracellulaire dans les 
cardiomyocytes en réponse à des concentrations élevées de glucose, alors que les 
concentrations de l’angiotensine II, intracellulaire et extracellulaire, sont augmentées suite au 
traitement des myocytes avec l’isoprotérénol (179). A noter que même si l’enzyme de 
conversion de l’angiotensine est présente sur l’enveloppe nucléaire des cardiomyocytes, 
l’augmentation intracellulaire de l’angiotensine II intracellulaire induite par le glucose est due 
à l’action de la chymase et non pas à l’enzyme de conversion de l’angiotensine (161). Ceci dit, 
le rôle de la chymase dans la production de l’ET-1 endogène dans les myocytes n’est pas 
exclu. 
Notre laboratoire et d’autres ont montré que l’activation des récepteurs nucléaires ETB 
induit une augmentation du calcium nucléaire (7, 170). Dans la présente étude nous avons 
constaté que l’augmentation des niveaux intracellulaires de l’ET-1 induite par le TGFβ1 est 
corrélée à une augmentation du rapport [Ca2+] nucléaire/[Ca2+] cytosolique dans les myocytes. 
Comme l’ET-1 exogène active les récepteurs de surface et permet l’élévation du calcium 
cytoplasmique et nucléaire, l’utilisation des antagonistes de récepteurs ETA et ETB a écarté la 
possibilité que ces derniers soient impliqués dans l’augmentation du rapport [Ca2+]n/ [Ca2+]c 
observée. Nos résultats ont montré que le signal nucléaire est plus élevé que le signal 
cytosolique ce qui n’implique pas que les concentrations nucléaires du calcium soient plus 
élevées. Ceci est considéré comme une limite de la technique qui ne permet pas de comparer 
la fluorescence entre les compartiments nucléaire et cytosolique. En effet, l’affinité du Fluo 4 
au calcium ainsi que l’intensité de la fluorescence émise varie en fonction des propriétés de 
son environnement (pH, viscosité, force ionique) qui diffèrent entre le noyau et le cytosol. Une 
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courbe de calibration in situ serait nécessaire pour surmonter cette limite, ce qui permettra de 
corréler les intensités du signaux en concentrations du calcium dans chaque compartiment 
(180). Au repos, les concentrations nucléaires du calcium sont inférieures à celles du cytosol 
(181). La capacité des récepteurs nucléaires ETB à moduler les concentrations nucléaires de 
calcium est possible grâce, mais pas uniquement, aux récepteurs de l’IP3 (170). Le calcium 
nucléaire est décrit comme étant lié à plusieurs évènements cellulaires, en particulier le 
recrutement des facteurs de transcription et le contrôle de l’expression des gènes (182), ce qui 
pourrait conférer à l’endothéline intracellulaire la possibilité de réguler certains phénomènes 
cardiaques tels que l’hypertrophie et le remodelage cardiaque. 
En résumé, nos résultats supportent fortement l’idée que le ligand des récepteurs 
nucléaires ETB est produit par la cellule cible et qui, suite à certains stimuli et en fonction du 
type cellulaire, va agir de façon intracrine sur son récepteur intracellulaire. Ce phénomène 
permettrait alors le déclenchement de différentes cascades de signalisation, aboutissant à la 
génération d’une multitude de réponses biologiques. Même si l’orientation exacte de ces 
récepteurs n’est pas connue, il est supposé que le site de liaison du ligand des récepteurs ETB 
nucléaire soit orienté vers l’espace périnucléaire et que les effecteurs de ces récepteurs soient 
orientés vers l’espace nucléoplasmique. Ainsi, la transduction du signal se ferait en direction 
du noyau, ce qui renforcerait l’idée que ces récepteurs contrôlent l’expression génique (162). 
Dans le cas échéant, pour pouvoir activer les récepteurs nucléaires ETB et moduler les 
niveaux du calcium nucléaire, l’ET-1 endogène devrait être nécessairement transportée vers 
l’espace périnucléaire. Le mécanisme impliqué dans cette translocation n’est pas connu. 
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4.2     Perspectives  
Pour compléter la présente étude, il est nécessaire d’utiliser un antagoniste en cage du 
récepteur ETB intracellulaire. Ceci va déterminer si le blocage de ce récepteur permettrait de 
réduire ou d’empêcher l’augmentation du calcium nucléaire observée après traitement avec le 
TGFβ1 dans les MVCAs. En outre, l’utilisation des bloqueurs en cage spécifiques des 
récepteurs de l’IP3 ou de la ryanodine permettra de déterminer s’ils sont impliqués dans la 
modulation des mouvements calciques au niveau nucléaire dans des cellules intactes. 
Des études plus approfondies sont nécessaires pour comprendre comment le ligand 
peut rentrer dans l’espace périnucléaire pour pouvoir se lier au récepteur ETB nucléaire. 
L’enveloppe nucléaire est une bicouche lipidique constituée de deux membranes interne et 
externe qui se rencontrent au niveau des pores nucléaires. La membrane externe est en 
continuité avec le réticulum sarco/endoplasmique alors que la membrane interne est liée au 
nucléoplasme par la lamina  (183). Ainsi, pour pouvoir accéder à son récepteur nucléaire, 
l’ET-1 endogène peut être amenée directement du réticulum endo/sarcoplasmique vers 
l’espace périnucléaire au cours de sa biosynthèse. Une autre possibilité est que les vésicules 
contenant les peptides d’endothéline formés par bourgeonnement dans l’appareil de Golgi 
pourraient passer à travers la membrane externe ou interne, après avoir traversé le pore 
nucléaire, par un mécanisme de passage passif ou actif. Enfin, l’ET-1 endogène pourrait être 
acheminée vers l’espace périnucléaire par un système de transport vésiculaire de microsomes. 
Les microsomes contenant l’ET-1 vont se former au niveau du réticulum sarco/endoplasmique 
pour aller fusionner avec la membrane nucléaire externe afin de délivrer leur contenu 
dans l’espace périnucléaire. La présence de l’ECE1 au niveau de l’enveloppe nucléaire 
permettrait la maturation de l’ET-1 localement. 
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Une autre question qui reste ouverte à présent est de déterminer si ces récepteurs 
peuvent être désensibilisés suite à la fixation du ligand de façon semblable à ce qui est observé 
avec les récepteurs de surface. La présence des GRK (184, 185) et des arrestines (186) au 
niveau nucléaire pourrait suggérer que cela est possible. En outre, il reste à déterminer si ces 
récepteurs peuvent ensuite être internalisés au niveau nucléoplasmique ou plutôt orienté vers 
le compartiment cytoplasmique. 
Les différentes cascades de signalisation qui suivent l’activation des récepteurs ETB 
nucléaires ainsi que leurs effets au niveau transcriptionnel demeurent peu connues. Une des 
approches utilisées pour étudier le rôle des RCPGs nucléaires est d’utiliser des noyaux isolés 
ou des cellules intactes en activant de façon sélective les récepteurs nucléaires par des 
composés en cage ou des microinjections. Le rôle de ces récepteurs dans le contrôle de 
l’expression génique pourrait être déterminé par des approches transcriptomiques et de 
séquençage haut débit suivi par l’examen du profil d’expression des ARNm, des miARN et 
des longs ARN non codants. Ces approches pourraient offrir de nouvelles perspectives dans la 
compréhension des physiopathologies cardiaques. 
 
4.3     Conclusion 
Nous avons montré que l’ET-1 est exprimée dans les MVCAs et les FVCAs de rat et 
cette expression est régulée respectivement par le TGFß1 et l’Ang II. Dans les MVCAs et 
contrairement aux FVCAs, l’augmentation des niveaux de l’ARNm de l’ET-1 est associée à 
une augmentation des niveaux intracellulaires du peptide ET-1. L’ECE1 qui convertit la big 
ET-1 en ET-1 est détectée au niveau nucléaire dans les deux types cellulaires. Dans les 
MVCAs, où les récepteurs ETB sont présents sur l’enveloppe nucléaire et contrairement à 
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d’autres types de RCPGs nucléaires où le ligand est pris du milieu extracellulaire, l’ET-1 
endogène sous l’action du TGFß1 serait disponible pour activer ces récepteurs ETB et réguler 
l’homéostasie calcique nucléaire. En conséquent, l’ET-1 endogène serait capable de contrôler 
la transcription génique et d’induire différentes réponses biologiques. En déterminant le rôle 
de l’ETB nucléaire il serait possible de le considérer comme nouvelle cible thérapeutique, en 
particulier dans le traitement de l’hypertrophie et le remodelage cardiaque, comme alternatif 
aux médicaments actuels ciblant les récepteurs de l’endothéline de surface cellulaire.  
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